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La nécessité de supprimer, pour cause d’homonymie, le terme 
générique Phytomonas Bergey 1923 (1), a comme premiére 
conséquence d’obliger les taxonomistes a reclasser les 137 espéces 
phytopathogénes qu’il comprenait. Si ce terme générique avait 
été correctement défini, il eit suffi de trouver un.autre nom géné- 
rique pour le remplacer purement et simplement. Malheureu- 
sement, l’absence de précision dans la définition de Phytomonas 


‘avait permis de grouper sous ce vocable les espéces les plus 


dissemblables : mobiles et immobiles, Gram-positives et Gram- 
négatives, incolores et pigmentées. Ces faits s’ajoutaient, par 
ailleurs, a l’imprécision et a |’hétérogénéilé des autres groupes 
de bactéries phytopathogénes et c’est une révision compléte de 
ces bactéries qui est devenue maintenant indispensable. Plusieurs 
systématiciens en avaient senti depuis longtemps la nécessité et 
avaient proposé des solutions partielles. Ainsi, en 1936, Kluyver 
et Van Niel [4] avaient individualisé la tribu des Pseudomonadex 


‘(1) En 1909, Donovan avait en effet proposé le méme terme pour un 
Flagellé. Or, le Code International de Nomenclature bactérienne qui a 
été élaboré par le Comité International de Nomenclature et publié dans 
ces Annales, 1948, 74, 271, interdit les homonymies entre genres bac- 
tériens et protistologiques. 
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pour rassembler les bactéries Gram-négatives mobiles ou non, 
du sol et des eaux, dont beaucoup sont pathogénes pour les 
plantes. 

En 1939, Dowson [2] a proposé le genre Xanthomonas pour 
les espéces mobiles formant des colonies jaunes a pigment inso- 
luble dans l’eau, espéce-type X. hyacinth. 

En 1942, Conn [8] définit le genre Agrobacterium pour les 
especes mobiles Gram-négatives incolores, parasilant les racines 
et tiges en y produisant des hyperplasies, espéce-type A. tume- 
faciens. 

Nous-mémes, en 1948 [4], avons proposé un nouveau genre 
Phytobacterium, pour grouper la plupart des espéces ex-Phylo- 
monas : mobiles, asporulées, Gram-négatives, pourvues d’un ou 
plusieurs cils polaires, formant des colonies blanches et patho- 
génes pour les plantes : espéce-type, Ph. fabae. Nous avons 
également défini sa position au sein de la tribu des Pseudo- 
monadex. 

Mais ce travail ne résolvait pas compléetement le probleme de 
la systématique des bactéries phytopathogénes, en particulier 
laissait irrésolue la question des espéces phytopathogénes Gram- 
positives. Nous allons essayer ici d’esquisser une systématique 
cohérente, logique et homogéne de ce groupe si important. Nous 
nous inspirerons, pour cela, des principes qui ont permis a ]’un 
de nous de résoudre la systématique des bactéries anaérobies, 
dont la plupart des groupes ont été, par la suile, admis par un 
grand nombre de bactériologistes [5] et qui ont pu étre appliqués 
a des groupes aérobies [6]. 

Le premier principe permettant de mettre de l’ordre dans ce 
groupe est celui qui exige Vhomogénéilé cytochimique des familles. 
Les Pseudomonadacex ayant pour genre-type Pseudomonas sont 
des bactéries exclusivement Gram-négatives, et ce principe ne 
peut souffrir aucune exception. Le deuxiéme principe qui nous 
guide est celui de Phomogénéité structurale des genres qui ne 
doivent comprendre que des espéces semblables toutes mobiles 
ou toutes immobiles. Enfin une troisiéme considération d’ordre 
écologique, nous incite a retirer le genre Erwinia de la famille 
des Enterobacteriacex, puisque c’est un genre comprenant des 
espéces phytopathogénes du sol et des eaux, mais non de I’intestlin. 


Voici donc notre nouvelle conception de la famille des Pseudo- 
monadaceex : 


Pseudomonadacex (Winslow et al.) emend. 


Définition : Batonnets asporulés ; droits ou incurvés ; Gram- 
négatifs. Formes pseudoramifiées dans le genre Mycoplana. 
Quand ils sont mobiles, cil polaire unique ou en touffes; rarement 
péritriches. Quelques espéces immobiles (Aplanobacter). Poussant 
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bien 4 la surface des milieux de culture ordinaires. Aérobies 
facultatifs. Sol et eau. La plupart pathogénes pour les plantes et 
quelques-uns pour les animaux. 

Comprend trois tribus : 


Tribu I. — Pseudomonadex (Kluyver et Van Niel) emend. 


Définition: Formes droites, asporulées, Gram-négatives, mobiles 
par cils polaires, ou immobiles ; sol et eau ; la plupart pathogénes 
pour les plantes. Beaucoup sont pigmentées, 

Six genres dont le type est Pseudomonas et un sous-genre. 


Genre I. — Pseudomonas (Migula) emend. 


Batonnets monotriches ou lophotriches, asporulés; Gram- 
négatifs. Pigmentés, fluorescents. Pigment bleu vert hydrosoluble. 
Fermente fréquemment le glucose, parfois avec gaz visible. Ne 
fermente pas le lactose. Nitrates réduits en nitrites, en NH® ou en 
N hbre. 

Quelques espéces attaquent les graisses et les hydrates de car- 
bone. Sol ; eau. La plupart pathogénes pour les plantes ; quelques- 
unes pour les animaux. Quelques espéces marines. 


Espéce-type. — Pseudomonas fluorescens (Fligge) Migula. 


Ce genre comprend en outre les espéces phytopathogénes : 
aleuritidis, P. angulata, P. aptata, P. atrofaciens, P. barkert, 
berberidis, P. wieringe, P. bowlesiwx, P. cerasi, P. cichori, 
coronafaciens et var. atropurpurea, P. delphinii, P. endiviz, 
erodii, P. gladioli, P. glycinea et var. japonica, P. hibisci, 
. holci, P. intybi, P. apii, P. lachrymans, P. levistici, P. macu- 
licola, P. marginalis, P. marginata, P. martynix, P. medicaginis 
et var. phaseolicola, P. mellea, P. nectarophila, P. panacis, 
P, papulans, P. pisi, P. polycolor, P. pseudo-zoogloex, P. punctu- 
lans, P. savastonoi et var. fraxini, P. sesamt, P. solanacearum, 
P. spongiosa, P. striafaciens, P. syringe, P. tabaci, P. tolaasi, 
P. tomato, P. tonelliana, P. trifoliorum, P. vigne et var. legumino- 
phila, P. viridiflava et var. concentrica, P. viridilivida, P. rantho- 
chlora, P. betx-gelate [7]; P. aceris, P. alliicola, P. ananas, 
P. asplenii, P. calendulx, P. caryophylli, P. cumini, P. gardeniz, 
P. lapsa, P. ligustri, P. primulz, P. 'ribicola, P. rimzfaciens, 
P. setarix, P. viburnt. 


ciel: 


Genre II. — Phytobacterium Magrou et Prévot, 1948. 


Batonnets Gram-négatifs, asporulés, mobiles, pourvus d’un cil 
polaire unique ou de plusieurs cils polaires, formant des colonies 
blanches. Pathogénes pour les plantes. 
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Espéce-lype. — Phytobacterium fabe. 


Ce genre comprend en outre les espéces : P. alboprecipilans, 
P. andropogoni, P. cannx, P. castanex, P. destructans, P. helian- 
thi et var. tuberosi, P. petasites, P. astragali, P. cattleyex, P. colur- 
ne, P. eriobotrye, P. iridicola, P. lignicola, P. maublancu, 
P. panici-miliacei, P. passiflore, P. stizolobii, P. saliciperda, 
P. woodsii, P. zingiberi, P. vitrosum [8]. 


Genre III. — Agrobacterium, Conn 1942. 


Petits batonnets asporulés, Gram-négalifs, mobiles, 1 a 4 cils 
péritriches (2) [si un seul cil, implantation latérale ou polaire]. 
Pas de gaz visible ni d’acidité au tournesol sur milieu de culture 
ordinaire. En milieu synthétique, production de CO? en assez 
grande quantité pour virer le bleu de bromothymol et parfois le 
rouge de bromocrésol. Gélatine liquéfiée lentement ou non. Azote 
libre non fixé. Azote inorganique des nitrates ou de NH* peut 
étre utilisé. Température optimum 25 a 30°. 

Habitat : Sol; racines ou tiges des plantes sur lesquelles ils 
produisent des hyperplasies. 

Espéce-type : A. tumefaciens (Smith et Townsend) Conn et 
trois autres espéces : A. rhizogenes, A. rubi, A. pseudotsugx. 


Genre 1V. — Xanthomonas, Dowson 1939. 


Batonnets asporulés, Gram-négaltifs, mobiles, monotriches. 
Pigment jaune insoluble dans |’eau, Protéines rapidement digé- 
rées, Lait alcalinisé. SH?. Asparagine insuffisante comme source 
unique d’N et C. Acides produits 4 partir des mono- et disaccha- 
rides. Pathogéne pour les plantes chez lesquelles ils produisent 
de la nécrose. 


Kspéce-type. — X. hyacinthi (Wakker) Dowson. 


et 54 autres especes : X. albilineans, X. alfalfa, X. antirrhini, 
X. beticola, X. campestris, X. campestris var. armoracix, X. caro- 
te, X. celebensis, X. citri, X. conjaci, X. cucurbitze, X. fict, 
X. flava-begonix, X. glycines, X. gypsophile, X. gummisudans, 
X. hedere, X. heterocea, X. holcicola, X. itoana, X. ju- 
glandis, X. malvacearum, X. nigromaculans, X. oryze, X. papa- 
vericola, X. pelargonit, X. phaseoli, et var. sojensis, X. pruni, 


(2) Depuis le travail de Conn, des photomicrographies électroniques 
ont montré une implantation plutdt polaire [44]. 


= 
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X. radiciperda, X. ricinicola, X. rubefaciens, X. rubrilineans, 
X. suberfaciens, X. translucens, X. vesicatoria, X. vilians, X. acer- 
nea, X. barbarex, X. begonix, X. corylina, X. dieffenbachizx, 
X. flavozonata, X. geranii, X. incane, X. lactuce, X lactucex-sca- 
riole, X. lespedeze, X. maculifolium-gardenix, X. manihotis, 
X. nakatez, X. phormicola, X. plantaginis, X. rubrisubalbicans, 
X. tardicrescens, X. vignicola. 

Du genre Xanthomonas, nous rapprochons Je sous-genre Cellu- 
lomonas Bergey et al. 1923, dont presque toutes les espéces sont 
pigmentées en jaune, et dont la seule différenciation physiolo- 
gique importante est l’existence, dans leur équipement enzyma- 
tique, d’une cellulase. Ce sont les cellulolytiques aérobies des 
végétaux. Ce genre, primitivement placé par Bergey parmi les 
Pseudomonadacex, a été déplacé a tort par ses successeurs et 
figure dans la 6° édition du Bergey’s Manual comme un sous- 
genre du genre Bacterium. Or, le genre Bacterium est Gram- 
positif et ne peut donc pas comprendre un sous-genre Gram-négatif. 
Prévot [9] avait provisoirement rétabli sa position au sein des 
Pseudomonadacex en annoncant la révision exposée dans le pré- 
sent travail. 


‘Sous-genre. — Cellulomonas, Bergey et al. 1923. 


Batonnets de petite taille 4 extrémités arrondies ; asporulés, 
Gram-négatifs ; mobiles par cils péritriches ; sol; cellulolytique ; 
croissance peu vigoureuse sur milieux ordinaires, Beaucoup sont 
piyinentés en jaune. 


Espéce-type. — C. biazotea (Kellerman et al.) Bergey et al. 


Autres espéces : C. aurogenes, C. galba, C. rossica, C. folia, 
G. flava, C. allasea, C. bibula, C. lugis, C. concita, C. coesia, 
C. gilva, C. ferruginea, C. albida, C. alma, C. desidiosa, C. pu- 
sulla, C. gelida. ; e 

(Cette définition élimine de ce genre les espéces immobiles qui 
lui étaient rattachées a tort, et que nous reportons a Aplano- 
bacter.) 


Genre V. — Erwinia, Winslow et al. 


Batonnets asporulés Gram-négatifs, mobiles, cils péritriches. 
Nécessitent azote organique. Fermentent divers glucides dont le 
glucose et souvent le lactose, avec acidification et production ou 
non de gaz. Pathogénes pour les plantes dont ils envahissent les 
tissus, y provoquant de la nécrose séche, des galles, des pour- 
ritures molles et des flétrissures. Dans ce dernier cas, une proto- 
pectinase détruit la substance lamellaire intermédiaire. 
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Espéce-ltype. — E. amylovora. 


Autres espéces : E. ananas, E. aralivora, E. aroidea, E. betivora, 
E. cacticida, E. carotovora, E. croci, E. dahlix, E. edgeworthiz, 
E. erivanensis, E. flavida, E. ixvize, E. lathyri, E. mangifera, 
E. melonis, E. papaveris, E. papayx, E. phytophthora, E. sacchart, 
E. solanisapra, E. tracheiphila, E. rhapontici, E. salicis, E. atro- 
septica, E. cassavx, E. cytolytica, E. nimipressuralis, E. vitivora. 


Genre VI. — Aplanobacter (E. F. Smith, 1905) emend. 
Batonnets asporulés, Gram-négatifs, immobiles, non ciliés ; 
pathogénes pour les plantes. 
Espéce-type. — A. stewaritt. 


Autres espéces : A. bellis, A. cepivorum, A. dissolvens, A. insi- 
diosum, A. maculicola, A. rhizoctonia, A. magroui [42], A. ido- 
neum, A. flavigenum, A. liguatum, A. pini, A. udum, A. lucrosum, 
A. acidulum, A. castigatum, A. agropyri, A. cissicola, A. maculi- 
cola, A. robici. 


Tribu II. — Achromobacterex, nouv. trib. 


Définition : Pseudomonadacex incolores ; non pathogénes pour 
les plantes. 
Cette tribu comprend les genres suivants : 
Genre I. — Achromobacter, Bergey et al. 1928. 


Batonnets asporulés Gram-négatifs, mobiles par cils péritriches ; 


non pigmentés. Sol et eau. ‘i 


Espéce-type. — A. liquefaciens. 
Autres espéces : A. thallasius, A. ioplagum, A. delicatulum, 
A. aquamarinum, A. cycloclastes, A. superficiale. 
Genre II. — Mycoplana, Gray et Thornton 1928. 


Batonnets asporulés Gram-négalifs, mobiles. Quelques formes 
pseudo-ramifiées. Capables d’utiliser un composé aromatique tel 
que phénol comme source d’énergie. Sol. 

Espéce-type. — M. dimorpha. 


Aulre espéce : M. bullata. 
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Tribu III. — Chromobacterex, Prévot 1948 [410]. 


Définition : 


Pseudomonadacee pigmentées, non pathogénes, 
4 genres. 


Genre I. — Chromobacterium, Bergonzini 1881. 


Batonnets asporulés, Gram-négatifs, mobiles\ soit par cils 
polaires, soit par cils péritriches ; aérobies, produisant pigment 
violet soluble alcool et insoluble chloroforme. Eau et sol. 


Espéce-type. — C. violaceum. 


Autres espéces : C. ianthinum, C. amethystinum. 


Genre II. — Flavobacterium, Bergey et al. 1923. 


Batonnets asporulés, Gram-négatifs de taille moyenne. Mobiles ; 
cils péritriches ; pigment jaune ou orange. Attaquant faiblement 
les glucides. Fermentation acide mais non gazeuse des hexoses. 
Sol et eau. 


Espéce-type. — F. aquatile. 


Autres espéces : F. okeanokoites, F. rigense, F. devorans, 
F, marinotypicum, F. marinovirosum, F. halohydrium, F. nep- 
tunium, F. rhenanus, F. harrisonti, F. invistbile, F. lactis. 


Genre III. — Protaminobacter, Den Dooren de Jong 1926. 


Batonnets asporulés Gram-négatifs, mobiles, poussant faible- 
ment sur milieux ordinaires et sur gélose peptonée ; capables 
d’attaquer une ou plusieurs alkylamines inférieures et spécialisés 

C 
dans |’attaque des substances contenant le groupe HNC 
C 


Espéce-type. — P. rubrum. 
Genre IV. — Serratia, Bizio. 


Batonnets asporulés Gram-négalifs, de petite taille, mobiles, 
cils péritriches, produisant pigment rouge ou rose sur gélose ou 
gélatine. Liquéfiant rapidement la gélatine. Reguieant les nitrates. 
Coagulant puis digérant le lait. Produisent CO? el H , acides acé- 
tique, formique, lactique et succinique ; acétylméthycarbinol et 
2-3-butyléne-glycol. 
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Espéce-type. — S. marcescens. 


Autres espéces : S. indica, S. plymuthicum, P. kilensis, P. pisca- 
torum. 

Telle est la systématique que nous proposons pour les Pseudo- 
monadacex. La tribu II que lui adjoignent les auteurs de la 6° édi- 
tion du Bergey’s Manual [44], soit les Spirillee (Kluyver et Van 
Niel), est considérée par Prévot [40] comme un ordre : les Spi- 
rillales, comprenant deux familles : les Vibrionacex et les Spi- 
rillacezx. 

Cette systématique, entre autres conséquences, élimine les ba- 
tonnets Gram-positifs de la famille des Pseudomonadacex. Ceux-ci 
doivent done étre répartis dans les genres naturels auxquels ils 
appartiennent, car le caractére physiologique : phytopathogéne, 
n’est pas de nature a autoriser la création de genres morpholo- 
giquement hétérogénes. C’est ainsi que nous répartirons 

1° Les espéces asporulées, Gram-positives, mobiles dans le 
genre Bacterium Ehrenberg emend, soit : B. cypripedii, B. lilt, 
B. flaccumfaciens, B. hypertrophicans, B. melophthora, B. protea- 
maculans, B. pruricicola, B. seminum, B. tritici, B. vicizx, 
B. poinsetlix. 

2° Les espéces asporulées Gram-positives, immobiles dans le 
genre Eubacterium Janke 1930 emend, soit : E. asterocearum, 
E. teutlia. 

3° Les espéces asporulées Gram-posilives, immobiles, a mor- 
phologie de Corynébactéries dans le genre Corynebacterium, 
soil : Corynebacterium michiganense, C. rathayi, C. sepedonicum, 
C. fascians. ; 

* 
* OK 


Le genre Rhizobium, en tant que cécidogéne, a été rapproché 
par Breed, Murray et Hitchens 1948 [41] des phytopathogénes et 
en particulier des Agrobacterium. Mais les Rhizobium sont des 
hactéries symbiotiques utiles 4 la plante par fixation d’azote. Bien 
que, selon l'un de nous [43], la symbiose ne représenle qu’un cas 
limite de l’infection, nous estimons que le caractére spécial du 
parasitisme des Rhizobium justifie leur classement dans un autre 
groupe. Aussi suivrons-nous la proposition de Prévot [40] qui les 
a classés avee les Protobacteriacex. 


Espkcrs INCERTAINES. 


teste un nombre important d’espéces incertaines, soit que leur 
morphologie ait été insuffisamment décrite, soit que leurs carac- 


Ton ae pe rs aN Pe Xx PE EEN EN IN 


* a N,V 
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teres physiologiques soient douteux. Il est actuellement impossible 
de les situer exactement et, tant que de nouveaux travaux n’auront 
pas précisé tout ce qui est douteux ou incertain en elles, nous ne 
pouvons indiquer leur position exacte. 

Telles sont : Erwinia nellix, E. papayx, E. scabiegena, E. citri- 
maculans, Xanthomonas beticola, X. fici, X. flava begonix, Pseu- 
domonas matthiole, P. musx, P. oncidii, Xanthomonas vascu- 
lorum, X. vesicatoria. 


CONCLUSION. 


1° L’illégitimité du genre Phytomonas, jointe a Vhétérogénéité 
des groupes antérieurement proposés pour les bactéries phytopa- 
thogénes et les autres Pseudomonadacex nécessitent une refonte 
de la taxonomie de ces bactéries. 

2° Nous proposons une nouvelle classification se résumant dans 
le tableau synoptique suivant : 


‘ 
Genre I. Pseudomonas, type Ps. fluo- 


rescens. 
Genre Il. Phytobacterium, type Ph. 
fabae. 
Genre III. Agrobacterium, type A. tu- 
Tribu I. mefaciens. 
Pseudomonadee. « Genre 1V. Xanthomonas, type X. hya- 
( K. et V. cinthi. 
\ Sous-genre. Cellulomonas, type C. bia- 
zotea. 
Genre V. Erwinia, type E. amylovora. 
Genre VI. Aplanobacter, type A. ste- 
warti. 
Famille des 
Pseudomonadacez. Tribu II. ee eon eer type A. lique- 
oe Ee eee Led Genre II. Mycoplana, type M. dimor- 
pha. 
Genre 1. Chromobacterium, type Ch. 
violaceum. 
Tribu LI. eee Flavobacterium, type Fl. 
abd alsig aes Genre Ill. Protaminobacter, type P. 
Sohal alboflavum. 
Genre IV. Serratia, type S. marces- 
\ cens. 


3° Les espéces Gram-positives, éliminées par cette homogénéisa- 
tion des groupes Gram-négatifs, sont réparties dans les genres 
Bacterium, Eubacterium et Corynebacterium. 

4° Les espéces incertaines restent en position d’attente jusqu’au 
moment ou les caractéres incertains seront précisés par une 
nouvelle expérimentation. 
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(7) 


[8] 
[9] 
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L’ANALYSE IMMUNOCHIMIQUE QUALITATIVE 
METHODE PAR DIFFUSION 
DES ANTIGENES AU SEIN DE L'IMMUNSERUM 
PRECIPITANT GELOSE (’) 


[DEUXIEME PARTIE] (1) 
par JaAcouss OUDIN 


(Institut Pasteur. Service de Chimie Microbienne.) 


IV. — Systémes précipitants complexes. 


Dérinition. — Nous désignons ainsi tout systéme précipitant 
comportant plusieurs antigénes (2) et tel gu’a Végard des anti- 
corps avec lesquels ces antigénes réagissent (8), les spécificilés des 
différents antigénes ne soient ni identiques, ni totalement diffé- 
rentes les unes des autres. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 8 juin 1948. 

(1) Dans la premiére partie de ce mémoire, parue dans le précédent 
numéro [38], nous avons indiqué les buts de l’analyse immuno- 
chimique ; nous avons exposé le principe de la présente méthode (I) 
et décrit ses techniques (II) ; nous avons étudié les résultats que donne 
cette méthode dans le cas des systémes précipitants simples [ceux 
ou un seul antigéne réagit] (III) : A, dans Je systeme simple ovalbu- 
mine de Poule-immunsérum de Lapin, pris pour type (influence des 
principales variables sur l’aspect de la zone de précipitation, condi- 
tions d’apparition d’une zone dans le gel, causes d’erreur), B, dans 
six autres exemples de systemes précipitants simples. 

(2) Ici, comme dans l’ensemble de ce mémoire, nous appelons « anti- - 
genes précipitants », ou, plus simplement, « antigénes », les antigénes 
complets ou les hapténes qui donnent un précipité spécifique avec les 
anticorps. 

(3) Cette précision est indispensable, car la spécificité des antigénes 
ne se manifeste que grace a celle des anticorps : l’idée qu’une série 
d’antigénes puissent manifester la méme spécificité avec un immun- 
sérum donné, ou des spécificités partiellement, mais non intégralement 
les mémes (réactions croisées) avec un deuxiéme immunsérum, ou des 
spécificités totalement différentes avec un troisitme immunsérum n’a 
rien de paradoxal ; elle est parfaitement concevable et sans doute réa- 
lisable au moyen d’antigénes semi-artificiels. 
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Il faudrait signaler ici un cas intermédiaire, en quelque sorte, 
entre les systemes simples et les systemes complexes ; ce serait 
celui ow plusieurs antigénes, de spécificité identique a l’égard 
des anticorps avec lesquels ils réagissent, seraient cependant dif- 
férents par quelque autre caractere. En se référant aux traces 
microphotométriques de la premiére partie de ce mémoire, on 
remarque que, méme sur ceux des figures 3 a 5 (ou l’antigéne est 
de l’ovalbumine) le maximum de densité de précipité ne parait 
pas toujours coincider avec la fronti¢re; si lon admet pour 
valable l’explication que nous avons proposée de la différence 
de comportement entre les antigénes précipitants protéidiques et 
polyosidiques que nous avons étudiés, on ne peut exclure la pos- 
sibilité, pour deux antigénes de méme spécificité, mais de poids 
moléculaires différents et définis, de donner une image a deux 
frontiéres voisines, mais distinctes. 

Les systémes précipitants compris dans la définition ci-dessus 
seront, par ordre de complexité croissante : 

1° Ceux dans lesquels tous les anticorps précipitables par lun 
ou l’autre des antigénes du systéme peuvent étre précipités par 
un seul de ces anligénes ; c’est, par exemple, le cas de plusieurs 
antigénes qui réagissent avec les anticorps homologues d’un seul 
d’entre eux. 

2° Ceux dans lesquels aucun des antigénes du sysltéme ne peut 
précipiter tous les anticorps précipitables par les autres anti- 
génes, une partie des anticorps étant cependant précipitable par 
n’importe lequel des antigénes du systeme ; c’est par exemple le 
cas de plusieurs antigénes qui ont en commun une partie de leur 
spécificité (4), et d’un immunsérum qui contient des anticorps 
homologues de tous les antigénes du systéme. 

3° Ceux dans lesquels les antigénes (en nombre nécessairement 
supérieur & deux) sont tels qu’une partie de la spécificité de chacun 
d’eux est commune avec un ou plusieurs autres antigénes du sys- 
téme, mais non avec tous; il n’existe donc pas, ici, d’anticorps 
qui pulssent réagir avec n’importe lequel des antigénes du sys- 
téme. Ce serait, par exemple, le cas de plusieurs antigénes semi- 
artificiels, c’est-a-dire porteurs de groupements spécifiques arti- 
ficiellement fixés sur leurs molécules (soit a, b, c, d... ces grou- 
pements différents), de telle sorte qu’on ait les antigénes ab, be, 
cd..., ef d’un immunsérum qui contiendrait des anticorps des 
spécificités a b ¢ d... a l’exclusion de tout anticorps de spécificité 
éventuellement commune A tous les antigénes. 


(4) Nous préférons cette maniere de s’exprimer A celle, moins 
abstraite, qui fait intervenir la notion de groupements spécifiques, 
si difficile 4 définir dans le cas des antiggnes naturels non modifiés de 
nature protéidique. 
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_Il est vraisemblable que les combinaisons du troisiéme type 
ci-dessus sont rares; peut-étre méme ne sont-elles réalisables 
qu’avec des antigénes semi-artificiels. Les combinaisons du 
deuxiéme type sont sans doute celles qu’on a le plus de chances 
de rencontrer dans la réaction d’un mélange naturel d’antigénes 
avec l’immunsérum obtenu a la suite de |’immunisation par le 
méme mélange d’antigénes; une réaction de cette sorte peut 
cependant réaliser un systéme du premier type (voir plus bas : 
deuxiéme exemple). 

Nous nous limitons ici aux systémes du premier type, dont 
nous étudierons deux exemples, comportant chacun deux anti- 
génes, d’origine animale dans le premier exemple, d’origine 
bactérienne dans le deuxiéme exemple. 


PREMIER EXEMPLE. — IMMUNSERUM ANTI-OVALBUMINE DE PouLe ; 
ANTIGENES : OVALBUMINE DE PouLe (OP) eT bE Cane (OC). 


Dans un systéme simple homologue, on peut logiquement 
admettre que dans la région de la colonne de gel comprise entre 
le maximum de densité de la zone de précipitation et l’interface 
(zone d’inhibition), les anticorps capables de précipiter avec 
Vantigéne du systéme ne sont plus sous la forme libre ; la combi- 
naison avec l’antigéne en excés, dans laquelle ces anticorps sont 
engagés, rend impossible leur précipitation par le méme antigéne 
et, a plus forte raison, par un antigéne hétérologue (5). 

Il en résulte que, dans un systéme complexe tel que celui qui 
nous intéresse, toutes les fois qu’on observera deux zones dis- 
tinctes, on devra rapporter a l’antigéne homologue la zone la 
plus rapprochée de l’interface. 

On pourrait étre tenté de généraliser cette conclusion au cas 
ou plusieurs antigénes hétérologues réagissent en méme temps, 
en disant que l’ordre de parenté de ces antigénes avec l’antigéne 
homologue sera celui dans lequel se présenteront leurs zones de 
précipitation en partant de |’interface. Le comportement des anti- 
corps a l’égard des divers antigénes hétérologues dans des expé- 
riences d’épuisement réciproque en milieu liquide ne justifie pas 
une telle généralisation, puisqu’il a été observé (Landsteiner 


(5) Il résulte de ceci que, dans un systeme précipitant multiple, 
lorsque l’épuisement de l’immunsérum par un antigéne purifié A fait 
disparattre la zone la plus éloignée de |’interface sans modifier la 
densité des autres zones, on ne peut en conclure qu’il n’y a pas de 
réaction croisée entre l’antigéne A et les autres antigénes, ainsi que 
nous avions conclu par erreur dans notre précédent travail ({45] p. 145, 
dernier alinéa) ; cette conclusion serait, au contraire, légitime si 1’épui- 
sement faisait disparaitre la zone la plus rapprochée de l’interface, 
sans autre modification de ]’image. 
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et Van der Scheer [89], que le comportement des anticorps 
varie avec les immunsérums ; celte généralisation aurall cepen- 
dant quelques chances de se trouver vérifiée dans le cas des oval- 
bumines (de poids moléculaire sensiblement constant) ; les mémes 
auteurs ont trouvé, en effet, que ces antigénes se présentaient 
dans un ordre sensiblement constant lorsque, dans leur réaction 
avec les différents immunsérums anti-ovalbumine de Poule, on 
les classait d’aprés l’abondance du précipité formé par chacun 
d’eux. 

L’impossibilité, pour une zone hétérologue, de se trouver située 
entre la zone homologue et |’interface, a pour conséquence que 
la concentration initiale de l’anugéne homologue exerce une 
influence sur la distance qui sépare la zone hétérologue de l’inter- 
face & un moment donné, et probablement aussi sur ]’apparition 
d’une zone hétérologue bien individualisée et distincte de la zone 
homologue. 

L’expérience montre quil en est ainsi : 


Expirience. — Nous nous sommes servi d’un immunsérum qui 
contenait, par centimétre cube, environ 0,625 mg. d’azote d’anticorps 
précipitables par l’?OP a l’équivalence, dont environ 0,190 mg. d’azote 
d’anticorps précipitables par l’7O0C Aa 1l’équivalence. Nous avons pré- 
paré plusieurs séries de tubes qui contenaient, pour la moitié du 
volume du gel, le sérum ci-dessus non modifié (gel S$) ou épuisé (gel SE) 
par 1’OC (a une dose légerement supérieure A celle de l’équivalence) : 

a) Dans deux séries de tubes, nous avons, au-dessus du gel S, réparti 
dune part un mélange d’OP a la concentration initiale constante de 
2,5 mg. d’azote par centimétre cube et d’OC aA une concentration 
variant de 1/1 & 1/400 de celle d’OP ; d’autre part, des solutions d’OC 
seule & des concentrations variables (les mémes que dans les mélanges 
précédents). 

b) Dans deux séries de tubes contenant, l'une le gel S, l’autre le 
gel SE, nous avons réparli les mémes mélanges d’OC A la concen- 
tration initiale constante de 2,5 mg. d’azote par centimetre cube et 
d’OP & une concentration variable de 1/1 4 1/200 de celle d’OC ; dans 
une troisi¢éme série de tubes qui contenaient du gel S, nous avons 
réparti des solutions d’OP seule & des concentrations initiales varia- 
bles et égales aux concentrations d’OP dans les mélanges des deux 
séries précédentes. 


RESULTATS ET piscussion. — Nous avons photographié les tubes apres 
une éyolution de sept jours 4 26° environ ; les photographies de 17 de 
ces tubes sont reproduites sur les figures 7 et 8 de la planche I, respec- 
livement pour les parties a et b ci-dessus de l’expérience ; les résultats 
de la comparaison des autres tubes figurent dans la discussion suivante : 

a) Conditions nécessaires a Vapparition d’une double zone ou d’une 
double frontiére. On a vu qu’en cas de double zone, la zone de l’anti- 
gene homologue était @ priori la plus rapprochée de interface. 

Pour qu’on observe deux zones ou deux frontieres, il faut done : 
1° que la concentration de 1l’antigéne hétérologue dans le mélange 
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(soit g'«) ait, relativement 4 la concentration de l’antiggne homologue 
dans le mélange (soit gu), une valeur suffisante pour que les deux 
zones soient distinctes ; au-dessous de cette valeur minimale (soit gm.) 
la gone unique aura le méme maximum de densité (voir premiére partie 
de ce mémoire [38], p. 35) que dans la réaction de 1’OP avec le gel S. 

2° Que la concentration gy de {’antigéne homologue dans le mélange 
OP-OC soit supérieure & une valeur minimale (soit gu,) au-dessous 
de laquelle la précipitation de ]’antigéne homologue ne se produit pas 
dans le gel. 

La comparaison des tubes de |’expérience décrite ci-dessus montre 
que, pour une valeur de gu = 2,5 mg. d’azote par centimétre cube, 
la plus faible valeur de la concentration d’OC (dans le mélange OP-OC) 
compatible avec l’apparition d’une frontiére d’OC, distincte de celle 
d’OP (q'y, comprise entre 2,5/20 et 2,5/40) est trés supérieure A la 
concentration minimale d’OC, seule en solution, qui provoque une 
pénétration de la zone d’OC dans le gel (soit g', cette valeur, qui est 
comprise entre 2,5/200 et 2,5/400) ; cette différence est évidemment 
imputable 4 la présence de la zone d’OP, dont la situation dans le 
gel 4 un moment donné est fonction de la concentration d’OP dans 
le mélange. g'y, est donc fonction de gx. 

La deuxiéme condition — pénétration d’une zone d’OP (homologue) 
dans le gel S — peut étre étudiée par la comparaison des tubes de la 
deuxiéme partie de l’expérience (ci-dessus : b). I] résulte de cette 
comparaison que la concentration minimale d’OP (dans le mélange 
OP-OC) compatible avec la pénétration d’une zone d’OP dans le gel S 
(gm,) est inférieure 4 la concentration minimale d’OP, seule en solu- 
tion, compatible avec la pénétration d’une zone dans le méme gel S 
(g,), et semble légérement supérieure 4 la concentration minimale 
d’OP, dans le mélange OP-OC, compatible avec la pénétration d’une 
zone dans le gel SE (gux,) : gu, est comprise entre 2,5/100 et 2,5/200 ; 
Guz, est comprise entre les mémes valeurs mais semble, par extrapo- 
lation, légérement inférieure 4 gu, ; g, est compris entre 2,5/40 et 
2,5/100. 


(4) gue, < Gm < Jo: 


b) Distance de la frontiére hétérologue (OC) a l’interface en un temps 
donné. Toutes les fois que la concentration d’OP dans le mélange 
OP-OC est suffisante pour entrainer la pénétration de la zone d’OP 
dans le gel S, la distance de la frontiére d’OC a l’interface (soit h'y) 
est plus grande que la distance de la frontiére d’OC 4 l’interface dans 
la réaction de 1’OC, seule en solution 4 la méme concentration, avec 
le méme gel S (soit h') : 


(2) pour gu > gm,; le alae. 


La distance h',, est donc fonction, non seulement de la concentra- 
tion 9‘ d’OC, directement responsable de la zone, mais aussi de la 
concentration gy de l’antigeéne homologue OP dans le mélange ; elle 
est, naturellement, une fonction croissante de ces deux variables. 

c) Distance de la frontiére homologue a linterface en un temps 
donné. Toutes les fois qu’on observe deux frontiéres distinctes dans la 
réaction du mélange OP-OC avec le gel S, la distance de la frontiére 
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a’OP A l’interface (soit, dans ce cas hy) est plus petite que la distance 
de la frontiére d’OP a l’interface dans la réaction du mélange OP-OC 
avec le gel SE (soit Ayx), et plus grande que la distance de la frontiére 
a’OP a J’interface dans la réaction de 1’OP, seule en solution a la 
méme concentration que dans le mélange ci-dessus, avec S (soit h). 


(3) h< hu < hur (6). 


Lorsque, du fait de la valeur trop faible de la concentration d’OC 
dans le mélange OP-OC qui réagit avec S, on n’observe une seule 


AP Z ] Pec du A "i 
frontiére (soit g'u <g'm,; ici, g'u=— 10 } » la distance de cette frontiére 


unique a l’interface (soit h,) est la méme que dans la réaction d’OP, 
seule en solution, avec S (soit h) : 


(4) pour g' < g' Mo» Ngac = hi 


Nous avons signalé qu’a priori, lorsqu’on observe, pour |anti- 
géne hétérologue, une zone distincte de celle de |’antigéne homo- 
logue, les anticorps libres que rencontre |’antigéne homologue 
dans sa diffusion sont ceux seuls qu'il rencontrerait s’il réagis- 
sait seul avec ’immunsérum préalablement épuisé par l’antigéne 
hétérologue ; les inégalités (1) et (8), qui traduisent les résultats 
de |’expérience, montrent que le comportement de la zone homo- 
logue n’est pourtant pas, dans ce cas, quantitativement semblable 
a celui qu’elle aurait dans la réaction avec le sérum épuisé, en ce 
qui concerne : 1° la concentration minimale d’antigéne homo- 
logue suffisante pour entrainer l’apparition d’une zone homo- 
logue ; 2° la distance de la frontiére homologue a linterface ; 
Pune et l’autre ont, en effet, dans la réaction du mélange, une 
valeur intermédiaire entre celles qu’elles auraient: 1° si 1’anti- 
gene homologue réagissait seul avec l’immunsérum non modifié ; 
2° si le méme mélange des deux antigénes réagissait avec 
Yimmunsérum épuisé par lantigéne hétérologue. 

Nous avons, dans cette étude expérimentale sommaire du cas 
le plus simple de systeme complexe, laissé constante la compo- 
sition du sérum en anticorps capables de précipiter avec l’un ou 
autre des deux antigénes. Une étude plus complete devrait étre 
faite également en fonction de ces deux variables et comprendre 


(6) Il faudrait encore tenir compte, dans la réaction du mélange 
(OP-OC) avec SE, de Vinfluence non spécifique de la présence d’OG, 
qui tend 4 augmenter la distance franchie par la zone d’OP (voir pre- 
miére partie du mémoire, p. 40). Soit hy la distance de la frontidre 
d’OP a Vinterface dans la réaction de ]’OP (seule en solution) avec SE : 
lorsque l’influence ci-dessus sera sensible, on aura: h, << hye; une 
expérience complémentaire nous a confirmé que hy est plus petit 
que hy et que Vinégalité (3) doit étre complétée de la manidre sui- 
vante : 

h<hu<he< hun. 
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aussi le cas ott !immunsérum contient des anticorps homologues 
des différents antigénes (deuxiéme cas prévu apres la définition), 
ce qui entrainerait, pour un systéme a deux antigénes, linter- 
vention de trois nouvelles variables au lieu de deux. On serait 
dailleurs limité, dans |’étude de ces nouvelles variables, par la 
composition des sérums tels que les fournit l’animal hyperimmu- 
nisé. 
DEUXIEME EXEMPLE. — IMMUNSE-RUM ANTI-ANTIGENE SOMATIQUE O 
pE Eberthella typhosa ; ANTIGENE SOMATIQUE ET HAPTENE POLYO- 
SIDIQUE O DU MEME BACILLE. 


Outre l’origine des antigénes et le caractére imprécis des fron- 
tiéres de leurs zones, cet exemple différe du précédent par le fait 
que le mélange des antigénes n’a pas été préparé artificiellement : 
nous avons utilisé, telle qu’elle se trouvait, une solution d’anti- 
géne somatique préparée selon la méthode de Boivin, I. Mesro- 
beanu et L. Mesrobeanu [85] et conservée pendant plus d’un an 
a Ja glaciére; une quantilé appréciable de polyoside y était 
apparue (sous quelle influence, enzymatique ou autre ?). 

D’autre part, l’un des deux antigénes précipitants mélangés est 
dépourvu, a lui seul, de tout pouvoir antigénique a l’égard du 
Lapin, en sorte que, méme si les animaux avaient été immunisés 
par injection du méme mélange, le hapténe jouerait encore ici 
le role de Vantigéne hétérologue. Ce réle est d’ailleurs conforme 
aux observations de Hornus et Grabar [87] : le hapténe gluci- 
dique ne précipite qu'une partie des anticorps précipitables par 
Vantigéne complet. 

Il ne semble donc pas y avoir de différence immunochimique 
essentielle entre ces deux exemples, pas méme dans le fait que 
de trés fortes concentrations de hapténe inhibent la précipitation 
de l’antigéne complet avec ses anticorps homologues (Grabar et 
Oudin [36]), puisque les observations de méme nature avaient été 
faites par Landsteiner et Van der Scheer [39] sur des ovalbu- 
mines d’espéces différentes. 

Pour les raisons déja dites, la zone la plus éloignée de |’inter- 
face est celle du hapténe (antigéne hétérologue), ce qui est 
confirmé ici par l’aspect particulier de cette zone et sa similitude 
avec celui de la zone unique du haptéene seul (planche I, fig. 9). 

La trés faible distance franchie par la zone de l’antigéne 
complet et le caractére flou des limites inférieures des deux zones 
sont difficilement compatibles avec des observations précises ; 
d’ailleurs dans Jes cuves dont la photographie est reproduite 
figure 9, la concentration initiale du hapténe seul (préparé par 
hydrolyse acétique) a été arbitrairement choisie (1 mg. par cen- 
timétre cube), la concentration initiale du hapténe dans le mélange 
étant inconnue. 
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De ces deux exemples de syst¢mes précipitants complexes nous 
retiendrons essentiellement : 

1° Que la zone de |’antigéne hétérologue est plus éloignée de 
interface que celle de l’antigene homologue. 

2° Que les facteurs qui régissent l’apparition et l’évolution de 
la zone unique des systémes simples ne sont plus les seuls a 
intervenir dans les systemes complexes ; ]’apparition de la zone 
hétérologue dans le gel et la distance de sa frontiére 4 l’interface 
sont, pour une part importante, fonctions de la concentration in1- 
tiale de l’antigene homologue ; réciproquement, la présence de 
V’antigéne hétérologue peut modifier d’une maniére appréciable 
l’aspect, la densité de précipité, les conditions d’apparition de la 
zone homologue et l’espace franchi par sa frontiére en un temps 
donné. 

L’importance de cette influence mutuelle dépend, a priori, de 
la concentration des anticorps qui sont susceptibles d’étre préci- 
pités indifféremment par l’un ou par l’autre des antigénes du 
systéme. 


V. — Systémes précipitants multiples. 


Dirinition. — Un sysléme précipitant multiple est réalisé 
lorsque plusieurs systeémes précipitants simples ou complexes 
réagissent dans le méme tube, les antigéenes élant, au début de 
la réaction, réunis au sein de la méme solulion et les anticorps 
étant, d@auire part, réunis au sein du méme immunsérum ou du 
méme mélange dimmunsérums. 

Un immunsérum propre a réaliser un systeme multiple avec 
une solution donnée d’antigenes peut étre celui qui a élé prélevé 
chez l’animal : 1° a la suite de son immunisation par la méme 
solution des mémes antigénes ; 2° a la suite de l’immunisation 
par plusieurs des mémes antigénes ; 38° A la suite de l’immunisation 
par des antigénes différents, mais parents de tous ou de plusieurs 
de ceux dont on étudie la précipitation (avec lesquels, par consé- 
quent, l’immunsérum donne des réactions croisées); 4° il peut 
étre, enfin, un mélange de plusieurs immunsérums contenant des 
anticorps qui donnent des réactions directes ou croisées avec plu- 
sieurs des antigénes, ou avec tous. 

C’est d’un systéme précipitant multiple qu’il s’agira le plus 
souvent lorsqu’on fera réagir in vilro un liquide biologique doué 
de propriétés antigéniques, tel que la plupart.des humeurs de 
lorganisme animal, ou un extrait bactérien non fractionné, avec 
un sérum précipilant prélevé chez animal a la suite de son immu- 
nisalion par des injections répétées du méme liquide. 

L’élude des liquides antigéniques de cette nature est le but de 
la présente méthode ; nous lui demandons donc, sans sortir du 
domaine qualitatif : 
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1° De permettre, sans faire intervenir d’autres agents ni réactifs 
que les anticorps spécifiques et l’agar-agar, un dénombrement au 
moins approché (car on ne. pourra jamais affirmer qu’il est com- 
plet) des antigéenes d’un systéme multiple ; 

2° De démontrer lidentité ou la parenté de la spécificité de 
Pun ou de plusieurs des antigénes ainsi réunis et dénombrés avec 
un ou plusieurs antigénes présents dans une autre solution (liquide 
biologique, fraction...). 


EXEMPLE D’UN SYSTEME PRECIPITANT MULTIPLE ARTIFICIELLEMENT 
REALISE. — Nous avons donné plus haut une idée des conditions 
nécessaires a l’apparition, dans le milieu gélifié contenant les 
anticorps, de la zone spécifique d’un systéme simple, et des con- 
ditions supplémentaires qui devaient étre remplies pour que se 
séparent de la zone homologue les zones hétérologues d’un systéme 
complexe. Il nous reste a étudier expérimentalement dans quelle 
mesure plusieurs systemes simples ou complexes, réunis dans 
un méme tube, influent les uns sur les autres, et si de nouvelles 
conditions doiveni étre remplies pour qu’apparaissent et se 
séparent les zones qui apparaitraient dans les divers systemes 
simples ou complexes s’ils évoluaient séparément. 

Limitant Je présent travail a la méthode elle-méme et a sa cri- 
tique, nous avons, pour résoudre le probléme ainsi posé, préparé 
un mélange de plusieurs antigénes dont le nombre, la nature et 
les concentrations étaient connus, réalisant, avec |’immunsérum 
approprié, un sysléme précipitant multiple tel qu’il puisse étre 
décomposé en plusieurs systemes simples ou complexes suscep- 
tibles d’étre étudiés séparément. Nous avons naturellement choisi 
les antigénes parmi ceux que nous avons déja étudiés et nous 
avons, d’autre part, fait un mélange des immunsérums avec les- 
quels nous les avions fait réagir dans des systemes simples ou 
complexes. 

Nous avons done préparé : 

1° Un mélange des trois immunsérums de Lapin suivants : 
sérum anti-antigéne somatique O de E. typhosa (55 p. 100 du 
volume du gel), sérum anti-ovalbumine de Poule (15 p. 100 du 
volume du gel), sérum anti-sérum de Cheval (riche notamment 
en anticorps spécifiques de Valbumine que nous faisions réagir a 
Vexclusion des autres antigénes du sérum de Cheval ; 15 p. 100 
du volume du gel) ; 

2° Un mélange des solutions des quatre antigénes précipitants 
suivants : polyoside O, ovalbumine de Poule, ovalbumine de Cane, 
albumine de sérum de Cheval (fraction T5, voir premiére partie du 
présent mémoire, p. 48) ; dans notre exemple de systéme multiple 
se trouvent donc réunis deux systemes simples (polyoside O, 
albumine T5 et leurs sérums précipitants respectifs), et un systéme 
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complexe (ovalbumines de Poule et de Cane et sérum anti-ovalbu- 
mine de Poule). 

Nous avons, d’autre part, préparé trois solutions dans lesquelles 
chaque antigéne était A la méme concentration que dans le mélange 
ci-dessus, et qui contenaient respectivement : du polyoside O 
(9 mg. par centimétre cube), de l’ovalbumine de Poule et de 
lovalbumine de Cane (0,45 et 0,15 mg. d’azote par centimetre 
cube), de l’albumine T5 (1 mg. par centimétre cube). 

La photographie prise quatre jours aprés la répartition simul- 
tanée des quatre solutions d’antige¢ne dans les quatre cuves, au- 
dessus du milieu gélifié de composition constante, est reproduite 
planche I, figure 10. L’aspect de chaque zone et la distance de sa 
frontiére ou, a défaut de frontiére précise (zone du polyoside), de 
son maximum de densité, a interface, n’y sont pas sensiblement 
modifiés par la coexistence, dans la méme cuve, des zones spéci- 
fiques des autres antigénes. Nous avons vu que ceci n’est pas 
vrai des zones des deux ovalbumines, en raison de leur spécificité 
partiellement commune, lorsque ces deux antigénes réagissent 
séparément ou ensemble avec les mémes anticorps que dans le 
présent systéme. 

La généralisation, qui nous semble légitime, de ces observations, 
nous améne a conclure que : 

Lorsque plusieurs antigénes précipitent simultanément dans le 
méme tube avec des anticorps présents dans le gel, tout antigéene 
fel que les anticorps qui précipitent avec lui ne précipile avec 
aucun autre des anligénes présents, réagil comme s'il était seul (7). 

Une condition supplémentaire évidente est qu’aucune réaction, 
de quelque nature qu’elle soit, n’ait lieu entre les différents anti- 
genes eux-mémes (8). 


(7) L’indépendance, l’un par rapport a autre, de plusieurs systémes 
précipitants simples dont on a respectivement mélangé les antigeénes 
et les anticorps, telle qu’ils réagissent tous ensemble comme si cha- 
cun d’eux était seul, ne se vérifie pas lorsqu’on étudie les syst¢mes 
précipitants par les méthodes de primo-floculation : Hooker et Boyd [48] 
ont fait réagir, au sein du méme mélange, deux antigeénes avec leurs 
anticorps respectifs, en faisant en sorte que leurs points de primo-flo- 
culation coincident ; ils ont montré que le temps de floculation était 
alors diminué par rapport 4 ceux des réactions séparées des mémes 
antigenes ; ils en tirent un argument en faveur de la non-spécificité 
de Ja deuxiéme phase (voir premiere partie du  mémoire, note 3). 
D’autre part, Condrea et Poenaru [40], se servant de la méthode de 
Ramon, ont observé, dans la réaction simultanée de deux antigénes au 
sein du méme mélange, que les points de primofloculation des antigénes 
Glaient déplacés et que, lorsqu’il s’agissait de toxines, il n’y avait plus 
de parallélisme entre la primo-floculation et la neutralisation. 

(8) Ni naturellement entre les différents anticorps, ce qui n’est guére 
« craindre s‘ils appartiennent tous 4 la méme espece animale. 


* ~~ 
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Un démenti apparent pourrait étre donné a cette loi dans le 
cas ou l’un ou plusieurs des antigénes du mélange seraient a des 
concentrations assez importantes pour exercer une influence non 
spécifique appréciable (9) sur la pénétration des zones des autres 
antigénes : en expérimentant, comme nous l’avons fait, on 
pourrait alors observer, pour certaines zones, une différence entre 
lespace franchi par leur frontiére dans le tube qui contient seule- 
ment l’antigéne de leur systéme simple ou les antigénes de leur 
systeéme complexe, et dans le tube qui contient tous les antigénes 
du systéme multiple. Cette influence non spécifique est négligeable 
dans l’expérience que nous avons présentée. Si elle était appré- 
ciable, il faudrait dissocier les systemes simples et complexes 
réunis en un systéme multiple, non plus en séparant les antigénes 
mis 4 réagir avec le méme mélange d’immunsérums, mais en sépa- 
rant les immunsérums et en distribuant dans tous les tubes le 
méme mélange d’antigénes; on devrait alors s’assurer que 
Vinfluence non spécifique exercée par les divers. milieux gélifiés 
sur la progression des zones est la méme (9). 

L’apparition des zones spécifiques n’est donc pas régie par 
d’autres lois, dans un systéme précipitant multiple, que dans les 
systémes simples et complexes en lesquels il se décompose ; le 
principe du dénombrement des antigénes reste le méme que dans 
les systemes simples et complexes; les causes d’erreur et les 
moyens de les éliminer restent les mémes. 

Si, comme il nous parait, le fait d’avoir, dans la précédente 
expérience, artificiellement mélangé les immunsérums, ne consti- 
tue pas une différence essentielle avec les conditions expérimen- 
tales qui se trouveront le plus souvent réalisées dans |’étude des 
systémes précipitants multiples entreprise en vue du dénombre- 
ment des antigénes, les conclusions que nous avons tirées sont 
valables pour les syst¢mes précipilants multiples, quel que soit 
le nombre, connu ou inconnu, des antigénes qui y participent. 


VI. — Conditions et possibilités d’application de la méthode. 


Il résulte de ce qui précéde que le nombre des antigénes con- 
tenus dans un mélange tel qu’un liquide biologique est supérieur 
ou égal au nombre des frontiéres ou des maximums de densité de 
précipité qu’on observe quand on fait réagir ce mélange avec un 
immunsérum quelconque qui donne, avec lui, un précipité spéci- 
fique. La probabilité d’une appréciation exacte du nombre des 
antigénes est a priori d’autant plus grande que l’immunsérum sera 
plus spécifique du liquide méme qu’on étudie. I] peut cependant 
arriver qu’avec un mélange d’antigénes en nombre important, 


(9) Voir plus haut : « Principaux facteurs qui influent sur Ja marche 
du phénoméne » (premiére partie du mémoire, p. 40). 
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Vimage fournie par un immunsérum tres spécifique et trés riche 
en anticorps soit d’une lecture difficile en raison de la densité et 
de l’étendue de certaines zones, inconvénient auquel on ne peul 
aisément remédier par la dilution de l’immunsérum, sans risquer 
que d’autres zones, naturellement moins denses, ne cessent d’étre 
perceptibles. ar 

Il nous faut attirer l’attention sur les conséquences de l’origine 
biologique des réactifs en présence et de la grande variabilité qui 
en résulte pour eux: les deux réactifs sont, ici, des mélanges, 
dont les constituants sont en proportions inconnues, mais variables 
avec l’origine individuelle de chaque mélange ; image d’un sys- 
téme multiple de cette nature ne sera donc exactement reproduc- 
tible que si, dans les essais successifs, on fait réagir le méme 
échantillon de liquide biologique avec le méme échantillon d’im- 
munsérum, en maintenant, bien entendu, constantes toutes les con- 
ditions qui peuvent varier au gré de ]’expérimentateur. 


A. — INFLUENCE DES PRINCIPALES VARIABLES 
SUR L’ IMAGE FOURNIE PAR LES SYSTEMES MULTIPLES. 


Temps. — La variation du temps ne modifie pas sensiblement 
le maximum de densité de chaque zone, ni le rapport des distances 
respectives des diverses frontiéres A l’interface, dans les limites ou 
Ja loi de proportionnalité de ces distances a Ja racine carrée du 
temps reste vérifiée, en sorte qu’a l’inlérieur de ces limites, l image 
se modifie au cours du temps comme si elle subissait un allon- 
gement tel que les distances des différentes frontiéres restent pro- 
porlionnelles entre elles. 


CONCENTRATION DES CONSTITUANTS DES DEUX REACTIFS. — a) Anti- 
corps. — Nous savons que, pour chaque zone, le maximum de 
densité de précipité et la distance de la frontiére a interface 
varient tous deux en fonction de la concentration des anticorps. 
Si l’on fait réagir, dans plusieurs tubes, le méme échantillon de 
liquide biologique (concentration constante pour chaque antigéne) 
avec des sérums d’animaux différents, immunisés de Ja méme 
maniére par le méme mélange d’antigénes, c’est-a-dire avee des 
sérums qu’on suppose contenir qualitativement des anticorps des 
mémes spécificités (mais a des concentrations différentes pour 
chacune, d’un sérum a l’autre), on ne possede aucun indice sar 
qui permette, par la simple observation, de rapporler au méme 
antigéne telle zone d’un tube et telle zone d’un autre tube. La 
maniére, différente selon les immunsérums, dont les diverses 
zones, méme supposées en nombre constant, empiéteront les unes 
sur les autres, et se recouvriront éventuellement lune l'autre, peut 
avo pour conséquence que le dénombrement n’aboutisse pas, 
dans les divers tubes, au méme résultat ; chaque dénombrement 
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ne donnant qu’un minimum, le nombre trouvé qui sera le plus 
élevé (aprés élimination des causes d’erreur) sera le plus rappro- 
ché du nombre d’antigénes cherché. 

b) Antigénes. — Nous savons que le maximum de densité de 
chaque zone ne varie pas sensiblement en fonction de la concen- 
tration initiale de l’antigéne. Lorsque plusieurs échantillons du 
méme liquide biologique réagiront dans plusieurs tubes avec le 
méme immunsérum 4 la méme concentration, chaque antigéne 
présent sous la méme forme dans les différents échantillons don- 
nera (si sa concentration est suffisante) naissance A une zone dont 
le maximum de densité sera sensiblement le méme dans tous les 
tubes. 

Si les zones sont en nombre relativement faible (par exemple, 
de deux 4 quatre) et constant dans tous les tubes, et s’il se trouve 
que leurs maximums de densité soient suffisamment différents, 
on pourra, dans les cas favorables, rapporter au méme antigéne, 
avec une faible probabilité d’erreur, les zones dont le maximum 
de densité aura la méme valeur dans tous les tubes. 


B. — IpEnNTIFICATION. 


Les cas les plus intéressants auxquels la présente méthode peut 
étre appliquée seront ceux ot le nombre des antigénes est inconnu, 
non seulement dans |’échantillon, mais dans le liquide biologique 
lui-méme qu’on étudie, envisagé d’une maniére générale ; ceci 
implique que certains des antigénes qu’il contient n’ont pas été, 
jusqu’a ce jour, isolés a |’état de pureté, et il arrivera que ceux 
qui l’ont été soient l’exception ; tel est, en particulier, le cas 
des sérums. On ne saurait, alors, donner au mot « identification » 
son plein sens habituel que pour les antigénes qu’on peut obtenir 
a l’état pur et qu’on a pu ainsi soumettre 4 une étude chimique 
aussi précise et compléte que le permettent les moyens actuels. 
L’ identification a laquelle ’immunochimie peut prétendre est d’une 
nature différente, et plus biologique que chimique. 

Elle peut consister a rapporter telle zone, apparue dans la 
réaction d’un liquide biologique avec l’immunsérum, 4 un anti- 
géne présent (a |’état pur ou non) dans une fraction. 

Mais elle doit, surtout, consister a établir Videntité ou la parenté 
des antigénes d’une origine donnée avec des antigénes d’une autre 
origine. Des recherches de cette nature pourront parfois étre 
effectuées sans purification ni fractionnement chimique préalable. 
Par cette voie, l’analyse immunochimique, capable de déceler, 
dans des liquides biologiques différents, des substances identiques 
ou parentes par leur spécificité, doit finalement fournir des ren- 
seignements utiles sur l’origine de ces substances dans |’orga- 
nisme, méme si ]’isolement chimique de ces substances n’est pas 
encore possible. 
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TECHNIQUES D’ IDENTIFICATION. — § 1. L’identification de l’antigéne 
responsable d’une zone donnée d’un systeme multiple avec un 
antigéne préparé d’autre part a |’état pur est généralement aisée ; 
elle l’est également si ]’on posséde une préparation dans laquelle 
cet antigéne seul peut précipiter avec l’immunsérum du systéme 
multiple, méme si cette préparation contient d’autres subslances, 
antigéniques ou non; elle doit étre possible si lon posséde un 
immunsérum ne contenant d’anticorps précipitants qu’a l’égard 
de cet antigéne, a l’exclusion des autres antigénes du systéme mul- 
tiple, méme si l’immunsérum contient des anticorps spécifiques 
d’antigénes étrangers au systéme étudié. 

§ 2. Cas d’une solution S ne contenant qu'un seul antigéne du 
systéme. — Lorsqu’un des antigénes du systeme mulliple se trouve, 
avec une spécificité identique et a une concentration suffisante, 
dans une solution ou préparation S ne contenant pas d’autre anti- 
gene du systéme, on dispose, pour identifier, dans l'image du sys- 
téme multiple, la zone qui doit lui étre rapportée, des moyens 
suivants : 

a) On épuise l’immunsérum du systéme multiple par la solu- 
tion S; on fait réagir comparalivement le mélange d’antigénes 
avec Vimmunsérum non modifié et avec Vimmunsérum épuisé, 
tous deux 4 la méme concentration dans le milieu gélifié ; la zone 
qui, présente dans lun des deux tubes, sera absente de lautre, 
sera la zone spécifique de l’antigéne contenu dans S, 

Ce que nous savons des systemes complexes permet de com- 
prendre que l’épuisement par un seul antigéne puisse faire dispa- 
railre plusieurs zones. 

b) On enrichit le mélange d’antigénes étudié, en lui ajoutant, 
en quanlilé suffisante, la solution S ; espace franchi en un temps 
donné par la zone spécifique de l’antigéne contenu dans S sera 
augmenté par rapport au témoin (planche IJ, figure 11). Dans 
le cas ott enrichissement a pour conséquence une augmentation 
importante, par rapport au témoin, de la concentration globale 
des substances dissoutes dans le mélange étudié, cet enrichisse- 
ment peut entrainer aussi une augmentation de l’espace franchi 
dans le méme temps par les autres zones mais toujours dans une 
moindre mesure. 

Ce que nous savons des systemes complexes permet de com- 
prendre qu’un accroissement, d’origine spécifique, de l’espace 
franchi par plusieurs zones puisse avoir pour cause l’augmentation 
de Ja concentration d’un seul antigéne. 

S 3. — Cas dun immunsérum ne contenant que les anticorps 
spécifiques dun seul des antigéenes du systeme. — Un raisonne- 
ment analogue a celui qui précede (ci-dessus, a), conduirail a 
tenter l’6puisement du mélange d’antigénes par un exces d’anti- 
corps, ce qui aboutirait a laisser persister, aprés centrifugation, 


vee 
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tous les antigénes sauf un; ceci serait, sauf dans des cas trés 
exceptionnels, sans utilité pratique, en raison de la dilution impor- 
tante du mélange d’antigénes qu’un tel épuisement entrainerait. 

Il resterait le moyen qui consisterait a diluer l’immunsérum 
polyvalent dans l’immunsérum monovalent oes a préparer une série 
de tubes ot l’on ferait entrer dans le milieu gélifié le premier 
sérum a concentration décroissante et le deuxiéme sérum a con- 
centration croissante d’un tube a l’autre. A condition que le chan- 
gement de concentration de Vimmunsérum polyvalent soit assez 
faible, d’un tube a autre, pour qu’on puisse reconnaitre les 
différentes zones dans deux tubes voisins, on pourrait ainsi, 
de proche en proche, identifier la zone du systéme simple 
(immunsérum monovalent pur) avec l’une des zones du systéme 
multiple (immunsérum polyvalent pur) placé A l’autre extrémité 
de la série. 


§ 4. — Réaction croisée de Vimmunsérum du systéme multiple 
avee un antigéne isolé. — Les techniques qui ont été décrites au 


§ 2 auraient des résultats différents si l’antigéne (soit G’) présent 
dans une préparation ot il est seul capable de réagir avec ]’immun- 
sérum du systéme multiple, ne précipitait qu’une partie des anti- 
corps précipitables par l’antigéne correspondant G du mélange 
d’antigénes étudié. Cette éventualité serait réalisée si, par exemple, 
la réaction de G avec l’immunsérum était une réaction homologue 
ou directe et la réaction de G’ avec le méme sérum, une réaction 
hétérologue ou croisée. 

I] résulte de l’étude des systemes complexes que : 

1° L’épuisement de l’immunsérum par la fraction qui contient 
G’ n’entrainerait pas la disparition de la zone attribuable a G, 
mais seulement son atténuation (c’est-a-dire la diminution de son 
maximum de densité), dans une certaine mesure, qui serait fonc- 
tion de la quantité des anticorps éliminés ; |’épuisement entraine- 
rait, corrélativement, une accélération de la méme zone, c’est-a- 
dire l’augmentation de Vespace franchi par’elle en un temps 
donné. 

2° Si lon faisait entrer, 4 une concentration suffisante, |’ anti- 
géne G’ dans le mélange d’antigénes étudié, une nouvelle zone 
apparaitrait, plus éloignée de l’interface que la zone attribuable 
a G, tandis que celle-ci aurait son maximum de densité diminué, 
comme ci-dessus (1°), et sa distance 4 l’interface en un temps 
donné augmentée par rapport au témoin, mais a un degré 
moindre (10) que ci-dessus (1°). 

§ 5. — Cas d’une méme solution de plusieurs antigénes capables 
de précipiter avec les anticorps du systeme multiple étudié. — Si 


(10) Sous réserve de ]’influence non spécifique de la concentration 
des substances autres que G’, que peut contenir la préparation. 
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plusieurs antigénes au licu d’un, réunis au sein d’un méme liquide 
ont une spécificité plus ou moins semblable a celle de plusieurs 
antigénes du systéme, le probléme de lidentification des zones 
est naturellement plus compliqué, et ses solutions moins précises 
que dans les cas précédents. 

Les techniques proposées ci-dessus pour l’identification de la 
zone d’un antigéne restent indiquées, mais il sera, dans bien des 
cas, prudent, sinon nécessaire, de se borner & préciser le nombre 
minimum des antigénes dont la spécificité est totalement ou par- 
tiellement la méme dans les deux solutions que l’on compare. 


* 
* Ok 


Nous avons dit, en commencant, les raisons, pour le biolo- 
giste, de préférer, dans le dénombrement des substances a grosses 
molécules, d’origine vivante, qui peuvent coexister en solution, 
le critére immunochimique aux criteres des méthodes physico-chi- 
miques, toutes les fois que le caractére antigénique de ces sub- 
stances le permet, et les raisons de préférer, dans les mémes cir- 
constances, les réactifs immunochimiques a tous les autres 4 cause 
de leur douceur, lorsqu’on veut arriver 4 une représentation aussi 
exacte que possible de l'état naturel du matériel qu’on étudie. 

Aux méthodes classiques de dosage — méthode de primo-flocu- 
lation de Ramon, méthode des proportions optimales de Dean et 
Webb, méthode quantitative de Heidelberger — bien que suscep- 
tibles, en principe, d’étre appliquées a |’analyse immunochimique 
telle que nous l’avons définie, devaient s’ajouter d’autres 
méthodes plus spécialement prévues pour servir a ses fins; les 
premiers résultats acquis par la présente méthode [45] paraissent 
bien confirmer qu’elle doive arriver par des voies plus rapides 
a des dénombrements plus complets ; elle ne saurait pourtant se 
passer tout a fait de la méthode de Heidelberger, qui reste le 
seul moyen de comparer quantitalivement deux systemes préci- 
pitants simples différents ; c’est d’ailleurs celle-ci qui a permis 
aux immunochimistes de se faire une idée plus exacte des phéno- 
ménes de précipitation spécifique en les soumettant a une analyse 
rigoureuse. A ce titre, le présent travail en est, en quelque sorte, 
une conséquence. 

Nous avons essayé, au cours de cel exposé, de classer les dif- 
férents types de systémes précipilants que l’on peut rencontrer 
dans l’analyse immunochimique, quelle que soit la méthode 
choisie, 

Nous avons voulu, pour finir, montrer par quelques exemples, 
comment, des lois de l’immunochimie et de celles qui sont parti- 
culiéres a la présente méthode, pouvaient ¢tre tirés, a laide de 


— 
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techniques appropriées, des renseignements plus précis, quoique 
non chiffrables, que le dénombrement des anligénes prévu par 
nous comme le premier but de l’analyse immunochimique. 
L’identification, telle qu’elle est possible par l’analyse immuno- 
chimique, des antigénes éventuellement contenus dans deux 
liquides différents, exige la réaction de ces deux liquides avec 
le méme immunsérum et ne peut se faire, comme dans les 


méthodes physico-chimiques, par la comparaison de deux résul- 


tats numériques obtenus séparément, méme en des lieux et dans 
des temps trés éloignés. En contre-partie, les conséquences que 
Yon peut tirer de Ja similitude totale ou partielle de spécificité 
antigénique de deux substances sont plus certaines et plus précises 
quant a la communauté d’origine et, sans doute, de fonction, de 
ces substances, que les conséquences que l’on peut actuellement 
tirer de leur ressemblance a tout autre point de vue. 

Les cas particuliers que nous avons sommairement décrits 
laissent place a beaucoup d’autres éventualités et a d’autres voies 
vers une meilleure connaissance du liquide biologique soumis a 
étude ; car si nous avons pensé qu’il était ulile de poser le pro- 
bleme de l’analyse immunochimique, la méthode que nous pro- 
posons dans le présent travail, pour le résoudre, n’a pas encore 
atteint son plein développement et ne saurait prétendre rester la 
seule, ni méme la meilleure. 


Résumé et conclusions. 


1° L’analyse immunochimique qualitative doit permettre, avec 
les anticorps pour seuls réactifs, de dénombrer les antigénes 
contenus dans un mélange naturel et de reconnailre si leur spé- 
cificité est totalement ou partiellement la méme que celle des 
antigénes contenus dans d’autres solutions (1*° partie, p. 82). 

2° Le principe de la présente méthode consiste a laisser dif- 
fuser, dans un tube, l’antigéne dans une solution contenant les 
anticorps, l’action de la pesanteur étant exclue. Quand la pré- 
cipitation aura lieu dans la couche d’anticorps, on observera une 
zone de précipitation s’éloignant de l’interface au cours du temps; 
de la limite inférieure de cette zone a l’interface, la densité de preé- 
cipité passera par un maximum et décroitra du fait de l’inhibition 
de la précipitation par l’antigéne en excés; le raisonnement 
montre que la densité de précipité ne passera pas par plus de 
maximums qu’il n’y a d’antigénes intéressés dans la réaction 
[phénoméne du type Liesegang mis a part] (1° parle, p. 32). 

3° La réalisation est obtenue d'une maniére satisfaisante en 
incorporant de l’agar-agar 4 l’immunsérum. Les techniques sont 
décrites. On se sert ici d’immunsérums de Lapin (1”° partie, p. 36). 
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4° Une concentration minimale d’antigéne est nécessaire a 
apparition de la zone de précipitation dans le gel. La distance 
de cette zone a l’interface augmente avec le temps ; dans un temps 
constant, la distance franchie varie dans le méme sens que la 
concentration de l’antigéne et en sens inverse de celle des anti- 
corps (1"° partie, p. 40). 

5° L’influence des principales variables sur |’aspect de la zone 
de précipitation est étudiée, avec l’ovalbumine cristallisée de Poule 
comme antigéne. Le maximum de densité de précipité ne varie 
que peu ou pas avec le temps, ni avec la concentration initiale 
de Vantigéne ; il varie dans le méme sens que la concentration 
des anticorps (1 partie, p. 41 et fig. 3, 4 et 5). 

6° L’étude de ces variables donne une idée des conditions néces- 
saires 4 l’apparition et a la percepUbilité d’une zone dans le gel ; 
la concentration minimale décelable d’ovalbumine est de l’ordre 
de 0,01 mg. par centimétre cube ; elle serait différente et peut-étre 
plus élevée pour d’autres antigénes (1 partie, p. 44). 

7° On étudie et Pon discute les causes d’erreurs, a) rencon- 
trées : précipitation non spécifique, stries plus denses ou moins 
denses et immobiles, par élévation ou abaissement de température 
(planche I, fig. 4, 5 et 6); b) non rencontrées : phénoméne du 
type Liesegang, qui donnerait lieu 4 des stries périodiques immo- 
biles (1'* partie, p. 45). 

8° On donne six autres exemples de syslemes précipitants 
simples (un seul antigéne réagit), soit: Vovalbumine de Cane 
(réaction hétérologue), deux antigénes différents présents dans 
Valbumine du sérum de Cheval, deux polyosides bactériens — 
FE. typhosa O-901 (1"* partie, fig. 6) et Pneumococcus t. VIII —, 
lantigene somatique O de E. typhosa. Dans chacun des sept cas, 
on n’observe qu’un maximum de densité de précipité (1° partie, 
p- 47). 

9° Avee les quatre albumines animales, on observe une zone 
limitée en bas par une frontiére trés précise ; avec les trois anti- 
genes bactériens la limite inférieure est imprécise en raison, pro- 
bablement, de la polydispersion de ces trois antigénes (1'° partie, 
p. 49). 

10° On définit les systemes précipitants complexes et les divers 
lypes qui peuvent en étre rencontrés, On étudie deux exemples de 
systémes complexes a deux antigénes réagissant avec les anti- 
corps homologues d’un seul d’entre eux : a) deux ovalbumines 
[Poule et Cane] (planche I, fig. 7 et 8), b) antigene somatique O 
et polyoside O de E. typhosa (planche I, fig. 9). La zone de 
| antigéne homologue est toujours la plus rapprochée de J’inter- 
lace. Le premier exemple montre qu’une condition supplémentaire 
i l'apparition d’une zone distincle pour l’antigeéne hétérologue est 
que sa concentration initiale atteigne une valeur minimale, fone- 
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tion de celle de l’antigene homologue. La distance de la fronti¢re 
de la zone de chaque antigéne a l’interface est, pour une part, 
fonction de la concentration initiale de l’autre antigéne (p. 110). 

11° On donne le nom de systémes multiples A ceux ov plusieurs 
systémes simples ou complexes réagissent simullanément dans le 
méme tube. L’expérience, portant sur quatre des antigénes ci 
dessus, appartenant 4 deux systémes simples et A un systéme 
complexe (planche I, fig. 10) montre que l’influence mutuelle des 
divers systémes ainsi réunis est nulle ou négligeable. L’image 
donnée par la réaction de plusieurs antigénes étrangers les uns 
aux autres avec leurs anticorps est la superposition des images 
que chacun donnerait s’il réagissait seul (p. 116). 

12° L’objet de la présente méthode est |’étude des systémes 
multiples naturels dans lesquels le nombre des antigénes est 
inconnu et tout ou partie d’entre eux non isolés chimiquement. 
On déduit de ce qui précéde quelques modalités d’application de 
la présente méthode a des cas de cette nature (p. 119). 

13° L’origine biologique des deux mélanges de réactifs ne 
permet des résultats exactement reproductibles qu’avec les mémes 
échantillons ; ]’évolution de la réaction dans le temps ne modifie 
pas sensiblement les proportions de chaque image ; au contraire, 
les variations individuelles de concentration des antigénes et sur- 
tout des anticorps rendront souvent douteuse ou impossible 
identification des zones correspondantes d’une image a l’autre 
(pz 420). 

14° On indique les moyens d’identifier la zone d’un antigéne 
isolé avec Ja-zone du méme antigéne appartenant 4 un mélange : 
lépuisement des anticorps entraine la disparition de la zone ; 
Venrichissement du mélange d’antigénes entraine 1l’accélération 
de la méme zone, par rapport au témoin (p. 122 et planche I, 
fig. 11). 

15° On déduit de ce qui précéde quelques possibilités d’appli- 
cation de la présente méthode a d’autres cas plus compliqués 
(p. 128). 
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PLANCHE 1 


Toutes les figures, sauf la figure 6, sont & la méme échelle 
que les figures 7 et 8. (Gross. : X 1,5.) 


Fic. 1. — Evolution de l'image de la zone de précipitation (ovalbumine de 
Poule-immunsérum homologue de Lapin) au cours du temps ¢. Les tracés 
microphotométriques ont été reproduits figure 3 dans la premiére partie du 
mémoire. Chaque trait blanc indique le niveau de l’interface. 


Fia. 2. — Mémes réactifs que figure 1. Modifications de l'image en fonction de 
la concentration des anticorps, dans des temps calculés pour que la 
distance de la frontiére & l’'interface soit sensiblement la méme dans les trois 
cuves au moment de la photographie (voir les tracés microphotométriques, 
figure 4de la premiére partie du mémoire). Les chiffres qui figurent au-des- 
sous de chaque image sont proportionnels 4 la concentration des anti- 
corps. 

Fic. 3. — Mémes réactifs que figures 1 et 2. Modifications de image en 
fonction de la concentration initiale de Vantigéne, dans des temps calculés 
pour qne la distance de la frontiére & linterface soit sensiblement la méme 
dans les trois cuves au moment de la photographie. Les tracés microphoto- 
métriques correspondants ont été reproduits (fig. 5) dans la premiére partie 
du mémoire; par suite d’une erreur. l'image A correspond au tracé C, et 
réciproquement. Les chiffres qui figurent au-dessous de chaque image sont 
proportionnels aux concentrations initiales de l’antigéne. 


Fic. 4 et 8. — Mémes réactifs que figures 1 & 3. Effets des changements de 
température. Images de deux cuves de contenu identique évoluant depuis le 
méme temps a 22°95. Au méme moment, l'une des cuves a été portée a 37° : 
apparition d'une strie plus dense que la zone (A); l'autre a été portée a 
environ 4°: apparition d’une strie moins dense que la zone (B). La photo- 
graphie de la figure 4 a 6té prise immédiatement avant le retour des 2 cuves 
a 22°5; on yoit sur la figure 5 leffet de ce deuxiéme changement de tempé- 
rature en sens inverse du premier (abaissement pour A : strie moins dense; 
élévation pour B : strie plus dense), chaque strie reste fixée au niveau ou 
était la frontiere lors du changement de température; |’intervalle qui sépare 
les deux stries est plus grand en A qu’en B parce quiil correspond & l’espace 
franchi par la frontiére dans le méme temps & une température plus élevée 
en A (37°) qu’en B (4°), 

Fic. 6. — Mémes réactifs que dans les figures précédentes. Effet de, chan- 
gements passagers de température. (Gross. X 4.) Deux cuves de contenu 
identique évoluant A 22°,5, ont été soumises simultanément a des change- 
ments passagers de température : A, abaissement passager de température 
(séjour d’environ 15 minutes a environ 4° et retour a 22°5); apparition de deux 
stries contigués; la premiére (la plus élevée) moins dense, la, deuxiéme plus 
dense que la zone; B, élévation passagére de température (séjour d’environ 
45 minutes a 37°); les deux stries contigués sont en ordre inverse de A. 


ric 7 et 8. — Etude du systeme précipitant complexe formé par la réaction 
des ovalbumines de Poule (OP) et de Cane (OC) avee un sérum anti- 
_ovalbumine de Poule a une concentration constante dans le gel. gp est la 
concentration (en mg d’azote par cm") d’OP; g. est la concentration d’OG, 
dans chaque tube. Figure 7 : y» constante (2,5); gc décroissante; 8 tubes, a 
comparer deux par deux (mélange OP-OC et OC seule). Figure 8: ge constante 
(2,5); gr décroissante; 9 tubes, & comparer trois par trois : réaction du 
mélange avec le sérum non modifié et avec le sérum épuisé par OC (tubes 
marqués E), réaction d’OP seule avec le sérum non modifié. Photographies 
prises au bout de 7 jours Une échelle millimétrique a été photographiée au 
méme grossissement que les tubes. 
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Fic. 9. — A : systéme précipitant complexe formé par la réaction d’un 


mélange de l’antigeéne somatique O de E. typhosa et du polyoside O du méme 
bacille avec le sérum anti-antigéne somatique; B: réaction de l'immunsérum 
épuisé par le polyoside, avec l’antigéne somatique; C: réaction de l’'immu- 
sérum avec le polyoside seul (concentration initiale : 1 mg par cm*). Photo- 
graphie prise au bout de 12 jours. 


Fic. 10. — Etude d’un systéme précipitant multiple (D) décomposable en deux 


systemes simples (A et C) et un systéme complexe (B). Le milieu gélifié 
contient, dans les quatre cuves, le méme mélange des trois immunsérims : 
1° anti-antigéne somatique O de E. typhosa, 2° anti-ovalbumine de Poule, 3° 
anti-sérum de Cheval; A, réaction de ce mélange avec le polyoside O de 
E. typhosa (Concentration initiale: 9 mg. par cm®), la densité maximum de la 
zone est trés faible; B, réaction du méme mélange d'immunsérums avec un 
mélange d’ovalbumines de Poule et de Cane (0,45 et 0,15 mg. d’azote par 
em’); C, réaction du méme mélange d’immunsérums avec une fraction 
purifiée (T5) d’albumine du sérum de Cheval (1 mg. par cm’); D, réaction du 
méme mélange d’immunsérums avec le mélange des quatre antigénes ci- 
dessus; dans ce mélange la concentration de chaque antigéne est la méme 
qu’en A, B ou C. Photographie prise au bout de 4 jours. 


Fic. 144. — Exemple de Jidentification de la zone spécifique d'un antigéne qu'on 


posséde & l’étit isolé, dans un systéme précipitant multiple. La composition 
du milieu gélifié est la méme en A et en B; elle est qualitativement la méme 
que figure 10; celle du mélange d’antig+nes est qualitalivement la méme 
(sans ovalbumine de Cane) que figure 10; en B, on a enrichi, par rapport a 
A, le mélange d’untigénes en ovalbumine de Poule, dont on a fait passer la 
concentration de 0,3 4 3,6 mg d'azote par cm’; l’aspect et le niveau des zones 
des deux autres antigenes ne sont pas sensiblement modifiés; seule, la dis- 
tance de la zone de l’ovalbumine 4 linterface est augmentée; la zone de 
Vovalbumine a dépassé la zone du polyoside. Phetographie prise au bout de 
5 jours. 


ETUDE IMMUNOCHIMIQUE 
DE LA GONADOTROPHINE CHORIALE HUMAINE 


Il, — COEXISTENCE D’ANTICORPS PRECIPITANTS 
ET NON PRECIPITANTS DANS L’ANTISERUM DE LAPIN 


par Atarn BUSSARD (*). 


Nous avons rapporté, dans le mémoire précédent, la possibi- 
lité de précipiter spécifiquement hormone choriale humaine par 
l’antisérum de lapin homologue, immunisé dans certaines condi- 
tions. 

Nous avons pu mettre en évidence la présence de |’hormone 
dans le précipilé, aprés sa libération par l’alcool éthylique 
L’antigéne employé possédant l’avantage d’étre repérable et 
dosable par son activité physiologique, nous avons alors cherché 
a préciser quantitalivement les phénoménes de précipitation spé- 
cifique. 


Résultats expérimentaux. 
I. — Hormonr PRESENTE DANS LE PRISCIPITH. 


Précisons qu2, dans toules les expériences décrites, nous avons 
ulilisé, pour la précipitation, les proportions suivantes : 1 em® 
de sérum XII et 50 unités de C, (1). Ces proportions corres- 
pondent a un excés d’anlicorps au point de vue neutralisation 
physiologique de Vhormone. On a étudié deux types de préci- 
pité: A, obtenu aprés vingt-quatre heures de contact a + 5°, 
B, résultant de la précipitation ultérieure du surnageant de A, 
pendant un séjour supplémentaire de cing jours a + 5°. Nous 
avons, en effet, constaté que, lorsqu’on isole le précipilté formé 


(*) Communication présentée le 3 juin 1948 A la Société francaise de 
Microbiologie, Travail effectué dans les service de Chimie microbienne 
de I'l. P. avec la collaboration technique de M"* Courcon. 

(1) Pour les détails de la technique, voir le premier mémoire. 


GONADOTROPHINE CHORIALE HUMAINE ill 


pendant vingt-quatre heures a 5°, dans le systéme : gonadotro- 
phine choriale-antisérum de lapin, le surnageant, d’abord lim- 
pide, précipite 4 nouveau. Cette précipitation est quantitativement 
importante, nous avons vérifié qu'elle n’était pas due A une 
contamination bactérienne. C’est ce précipité B et son liquide sur- 
nageant que nous avons également étudiés. 
Le traitement par l’alcool met en ceuvre l’alcool éthylique 

a 80 p. 100 pour les sérums, ou 96 p. 100 pour les précipités. I] se 
poursuit pendant vingt-quatre heures a 87°. 


TasLeau |. — Présence de l’hormone dans le précipité. 
<a SS SSS SSS SSS SSS SSS 
; PRODUIT INJECTR REACTION PHYSIOLOGIQUE 

NUMERO NOMBRE 
de @animaux| Poids de | Poids des 
Quantité Vutenus 4 Ouverture 
xpérience Nature en whilisés gel Syke du 
. d'azote en pA ees vagin 
animal + 6 5 

es % Témoins non injectés. . 0 20 50,546 |46,4+6,2 0 
. oe Précipité A (24 heures de 

contact) non traité . . 70 5 409 + 23 66 E47 0 
aa Précipité A traité par 

alcool (mie. a. 4130 5 220 + 28 68 10 5 
are es, Be eae see ee < cee 20 5 230'456,4) 61 223.5 5 
_ - -- Vie, San bee ie Coe gen gn ny fe, 8 10 5 tea ers |e md Osta) 0 
eee se |. Précipité B (6 jours de 

eontact) traité 24 henres 

por Valcool.. .... 5 443 == 42 45 = 9 4 


) En 3 injections. Réaction observée 4 la 96¢ heure. Les résultats représentent la moyenne +, l’écart moyen: 9. 


L’examen du tableau I indique qu’une unité d’hormone est pré- 
sente dans un poids compris entre 10 et 20 y d’azote du précipité. 
Nous pouvons admettre, par un calcul grossiérement approché, 
que l’unité représente environ 15 y d’N de précipité. C’est donc 
environ 5 unités que nous avons dans un précipité contenant 
75 y d’N. Aprés cing nouveaux jours de précipitation, le préci- 
pité contient au moins 1 unité d’hormone ; bien que le dosage d’N 
n’ait pas été fait, aspect macroscopique semble indiquer une 
précipitation aussi importante que la précédente. Au total, le 
dosage trés approché nous indique que 6 unités hormonales ont 
donc été récupérées dans la précipitation, ce qui représente 
12 p. 100 de J’activité initiale mise en jeu ; que sont devenus les 
88 p. 100 restants? On peut évidemment penser que le traitement 
alcoolique n’a pas libéré la totalité de l’hormone présente dans 
le précipité ; il est en effet trés vraisemblable que Ja restitution de 
l’activité n’est pas de 100 p. 100. Nous avons cependant recherché 
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si le surnageant de la précipitation ne contenait pas une certaine 
quantité d’hormone. 


II. — HorMoNE PRESENTE DANS UN COMPLEXE SOLUBLE. 


Si l’on traite le surnageant de la précipitation par de l’alcool 
éthylique, la concentration atteignant 80 p. 100, tous les pro- 
téides du sérum précipitent. Nous avons laissé ce mélange a 37° 
pendant vingt-quatre heures. Aprés quoi on centrifuge et le pré- 
cipité est remis en suspension dans une solution physiologique. 
C’est cette suspension qui est injectée, aprés homogénéisation, 
aux animaux. 

D’aprés le tableau II (2 et 3) nous constatons d’abord que 
1,5 cm® du surnageant injecté tel quel ne manifeste pas d’activilé 
gonadolrope, ce qui vérifie bien que les proportions employées 
correspondent a un exces d’anticorps. L’action de Valcool sur 
un sérum normal de lapin ne provoque pas, d’autre part, |’appa- 
rilion d’une activité gonadotrope (tableau II, 1). 


TasLeAu I]. — Présence de l’hormone dans le surnageant. 


REACTION PHYSIOLOGIQUE 


NUMERO NOMBRE 
de PRODUIT INJECTE d’animaux Poidsde Poids: des 

oy, %: ie Vutérus ovaires Ouves 
lexpérience utilisés en mg. ponr 100 g. 
danimal + co, du vs 
eee eee 

4... . . .|Précipité alcoolique de 1 cm! 
de sérum normal... . . 6 89 a= 92 | Se ote A'S 0 

Wes os «it, CO di Surnageant Av(2% 
heures de contact). .... 40 53 a=18 I lis coed | 0 

bist, Sy sha eT Se 1 cm* du surnageant B (6 jours 
fo! Contact) eae Peres 5 58+ 14 48,64 0 

4. .|Précipité alcoolique de 0,7cm®* ; 

du'surnageantiA’. 2. 3 % 5 202 = 140 68 + 10 5 

5. .|Précipité alcoolique de 1 cm! 
du surnageant B...... 6 370 +E 47 13 s= 6 6 


_ Par contre, le traitement par l’alcool des surnageants A et B 
libére une activité gonadotrope importante. Au point de vue 
quanutatif on peut admettre que 0,7 cm* du surnageant A conte- 
nait au moins 2 unités, soit, pour 1,5 em*: 4 a5 unilés, 

Quant au surnageant B, il contient au moins 8 unités pour | cm‘, 
soit environ 5 unités pour 1,5 cm*. La différence d’action sur 
l’utérus et l’ovaire des surnageants A et B n’a probablement pas 
de signification, surtout si l’on songe qu’il existe une différence 
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entre les quantités injectées. Les photos 1 et 2 illustrent assez 
nettement la réaction de l’utérus et de l’ovaire. On peut résumer 
les phénoménes par le schéma suivant 


4 cm* XII + 50 unilés de C; + 0,5 cm solution 9. 


24 heures a 5°. 


id 
Centrifugation. 
| | | 
rv x Y 
Précipité Eaux de lavage. Surnageant. Au moins 5 U 
75 y dN. Au moins 5 U. 4 cm’ chaque fois. (Ae omen?) 


3° eau <4 Y N, pas 
dactivité physiologique. 


5 jours &@ + 5°. 
Y 


Centrifugation. 
| | 
¥ xf 
Précipité N Eaux de lavage. Surnageant. 
non dosé. 4em? | 1,5 cm?. 
Au moins 1 U. chaque fois. Au moins 5 U- 
Seeger ua 
N indosable. 
Nota. — Liactivité signalée dans les précipilés et surndgeants est celle remise en liberté 


par action de l’alcool. 


Fic. 1. — Utérus et ovaire de : 1° Témoins non injectés; 2° Sujets ayant recw 
430 y d’N de précipité A; 3° Sujets ayant recu 20 y d'N de précipité A. 


Autrement dit, 10 p. 100 de l’hormone sont récupérés dans le 
précipité de vingl-quatre heures et 2 p. 100 précipitent encore 
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au bout de cing jours a + 5°. Quant au surnageant il contient 
également au moins 10 p. 100 de |’hormone mise en jeu au début 
de l’expérience, dans un complexe soluble inactif, dissociable au 
moins partiellement par lalcool. 


Discussion. — Conclusions. 


Il est généralement admis en immunochimie que, dans la zone 
d’excés d’anticorps, pour le sérum de lapin, l’antigéne est 
entiérement précipité. Nos résultats sont en contradiction avec 
cette opinion ; comment l’expliquer ? 

La présence d’un complexe soluble dans la région d’excés | 


7 ) Ttér » 7017Pec » ST) . Acinite j 
hic, 2, — Utérus et ovaires de sujets ayant 1ecu : 1° Précipité alcoolique de 
»M)3 2 cf rma): Do acl pIlLé 1-8 3 
‘ cm dle sérum normal; 2° Précipité alcoolique de 14 cm* du surnageant B; 
3°24 cm* du surnageant B. ; 


d’anticorps pourrait étre due simplement 4 la solubilité propre 
du précipité. Nous ne pensons pas cependant que cette raison 
soit suffisante pour expliquer l’activité récupérée dans le sur- 
nageant. En effet, les solubilités des précipités protéides-anti- 
protéides sont faibles, de lordre de 3 & 5 y d’N par centimetre 
cube (voir Oudin et Grabar [7], Marrack et Smith [5]) dans NaCl 
0,85 p- 100. Si on admet des solubilités analogues pour le préci- 
pité hormone-antihormone (les résultats de nos dosages de l’azote 
des eaux de lavage correspondent a des solubilités de cet ordre) 
nos surnageants contiendraient environ 25 


eI 
y de protéides par 

A ‘ina > > iJ . 'G j ; " 
fon cube. Ces taux ne suffisent pas a expliquer l’activité 
1ormonale récupérée par Il acti ‘ epe , 
| | action de l’aleool. Cependant, pour 
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écarter l’hypothése d’une simple solubilité du précipité, le trai- 
_tement par l’alcoo] des eaux de lavage doit étre pratiqué. Nous 
"nous y appliquons actuellement. 
Avec les sérums de lapins antigonadotropes, nous avons jus- 
 qu’ici toujours constaté que la neutralisation s’effectue pour un 
antigéne 
rapport —_———— 
anticorps 
lence de la précipitation. On peut comparer notre systéme pré- 
cipitant avec le systéme toxine-antitoxine ot: il est possible de 
mesurer également la neutralisation de la toxine et sa précipi- 
tation par |’antisérum. Dans ce cas, les proportions des consti- 
-tuants pour la neutralisation et pour la floculation sont souvent 
peu éloignées l'une de |’autre (Landsteiner [4]). Dans nos expé- 
riences, hormone ne représente qu'une petite partie de l’anti- 
_géne précipitant (pour C, par exemple, si on admet que le pro- 
duit de Shedlovsky a 12.000 U/mg. correspond a |’hormone pure, 
notre préparation ne contiendrait que 0,83 p. 100 d’hormone et 
“le produit M en contiendrait 50 p. 100). Comme nos précipita- 
tions ont été effectuées avec des sérums non épuisés, pour obtenir 
des quantités de produit précipité plus faciles 4 manipuler, on 
peut facilement admettre que, aprés neutralisation de hormone 
par les anticorps spécifiques, d’autres anticorps précipitent des 
_antigénes non hormonaux contenus dans la préparation. 

Une autre question se pose : comment expliquer la précrpitation 
retardée d’une nouvelle quantité d’hormone au bout de vingt- 
quatre heures? -On peut imaginer qu’il s’agit la d’un complexe 
hormone-anticorps spécifique (association bloquant l’activité de 

_ hormone puisque le surnageant, non traité, est inactif) qui préci- 
pite lentement, peut-étre par remaniement du complexe avec 
changement des proportions antigéne-anticorps. Ce phénoméne 
peut étre considéré comme une preuve de |’existence de complexes 
-hormone-antihormone, au moins momentanément solubles dans 
la zone des proportions d’excés (physiologique) d’anticorps. 
On peut ainsi décrire, avec quelque vraisemblance, les phéno- 
ménes obtenus : l’antisérum de lapin contient, entre autres, des 
anticorps spécifiques antihormone ; certains précipitent avec 
celle-ci immédiatement, d’autres — du type des « anticorps incom- 
plets » d’ Heidelberger [2] ou des « anticorps bloquants » de 
Wiener [40] — s’associent également spécifiquement 4 l"hormone 
en bloquant ses groupes actifs, mais sans entrainer de précipi- 
tation. La distinction entre ces deux types d’anticorps n’est peut- 
étre pas absolue puisqu’au moins une partie des complexes 
~ solubles peut, au bout d’un certain laps de temps, précipiler aussi. 

Cette hypothése nous parait répondre a une importante question 
soulevée dans l’étude des antihormones. Alors que les sérums 
antihormonaux sont toujours protecteurs, et que toutes leurs pro- 


inférieur a celui existant a la zone d’équiva- 
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priélés (spécificité, fraction active, mode de production, etc...) 
les rattachaient aux sérums immuns, il restait le fait que leur pré- 
cipitabilité était rarement spécifique (2). 

Les anticorps non précipitants généralement obtenus sont, a 
nos yeux, du type bloquant, ils s’associent 4 hormone pour neu- 
traliser son activilé, puisque, en fin de compte, il faut bien ima- 
giner un mécanisme matériel quelconque par lequel ]’antihormone 
bloque hormone. 

Les auteurs qui, tels Zondek et Sulman [44], tiennent a conserver 
une distinclion entre anlicorps et anuhormone ne peuvent que pro- 
poser une activité de caractére immatériel de l’antihormone. C’est 
un net retour en arriére si l'on songe que l’immunochimie s’est 
débarrassée des notions de « fonction » ou de « principe » anti- 
corps pour préciser le caractére chimique de ceux-ci. 

Quant a l’hypothése de « ferments de défense » d’Abderhalden, 
émise par Sulman [8], on peut faire remarquer qu’on en est encore 
A altendre la preuve expérimentale décisive de leur existence ; 
i] parait done un peu prématuré de les mettre en cause dans le 
phénoméne antihormonal. Une telle hypothése nécessiterait d’ail- 
leurs les preuves expérimentales 

1° De l’apparition trés rapide, dans Vurine, comme dans le 
sérum, de ferments, aprés l’injection de hormone, 

2° Du caraclére protéolytique de ces ferments. 

En réalité, la distinction proposée par certains auteurs est due 
au fait que ceux-ci associent implicitement la notion de précipi- 
fation a celle d’anticorps. A ceci on peut répondre deux choses : 

a) La précipitabilité peut exiger cerlaines conditions, assez 
sirictes pour que dans la pratique courante elles ne soient pas 
réalisées. C’est ainsi que, jusqu’A Nicolle, Cesari et Jouan, la 
floculation des toxines est passée inapercue. Jusqu’a cette époque 
on aurait done pu soutenir que les anlitoxines n’étaient pas des 
anticorps. 

_b) On sait actuellement que certains anlicorps ne sont pas pré- 
<ipitants, tels les anticorps appelés : bloquants, incomplets, mono- 
valents. 

Les serums obtenus par nous contiennent done : a) des anlicorps 
non précipitants (ou plutot peu précipitants et protecteurs), du 
type ordinaire des antihormones ; ce sont probablement eux qui 
apparaissent les premiers au cours de l’immunisation, ce sont 
les seuls dont ont disposé la plupart des auteurs travaillant sur 
jes antihormones ; b) les anticorps précipitants et protecteurs. 


(2) Remarquons que les immunisations ont, en général, été réalisées 
avec des techniques plus endocrinologiques (voie d’injection sous- 


cutanée, doses rapprochées, durée totale courte, absence « d’adjuvants ») 
gu immunologiques. 
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Comment expliquer la formation de ces différents types d’anti- 
corps ? La voie a injection joue peut-étre un réle important, puis- 
qu'on a vu que, dans le cas du cheval (H. Treffers et al [9}) 
elle avait un réle primordial (8); le réle des adjuvants (adsor- 
bant dans notre cas) doit étre également important si l’on songe 
aux résultals imprévus et intéressants obtenus récemment par 
Kabat [8] et par Morgan [6] par exemple, avec la technique de 
Freund. 

Quant au mode d’inactivation de l’hormone par les anticorps, 
on est ici, comme dans le cas des toxines, encore dans le domaine 
des suppositions ; l’anticorps ne joue peut-élre qu’un réle physique 
empéchant l’hormone de pénétrer dans les cellules des organes 
sensibles, ou bien il crée un obstacle stérique autour des groupes 
actifs de hormone ; quoi qu’il en soit, nous avons apporté la 
preuve qu'il ne s’agit pas d’un changement totalement irréver- 
sible puisqu’un traitement approprié permet de retrouver, dans le 
complexe, une activité hormonale. 


Je remercie M. P. Grabar, dans le service duquel ces recherches 
ont été poursuivies, de l’aide bienveillante qu’il m’a apportée. Je 
remercie également M”° G. Christol, collaboratrice technique du 
C. N. R. S. et M. M. Challeil de l’aide apportée dans l’expéri- 
mentation animale. 


Résumé. 


1° Les sérums de lapins, immunisés par des injections intra- 
veineuses d’hormone choriale humaine, précipitent et neutralisent 
spécifiquement cette gonadotrophine. On peut, dans le précipiteé, 
physiologiquement inactif pour la rate impubére, recouvrer une 
activité hormonale par un traitement a alcool. 

2° L’étude du surnageant de la précipitation, effectuée dans une 
zone d’excés d’anticorps (au point de vue neutralisation physio- 
logique), indique qu’il contient une certaine quantilé d’hormone 
décelable aprés traitement alcoolique. 

3° Le complexe soluble hormone-anticorps peut, au bout d’un 
certain temps, précipiter, au moins partiellement. Les expériences 
rapportées, ainsi que celles obtenues par quelques autres auteurs, 
nous permettent d’identifier complétement antihormones et anti- 
corps et peut-étre d’expliquer certains résultats aberrants obtenus 
dans ce domaine. Ii n’y a donc pas de raisons de faire encore aux 
antihormones une place A part dans ]’étude des phénoménes de 
l’immunité. 


(3) Grapar [1] a récemment proposé une hypothése de spécificité topo- 
graphique et organique de fabrication des anticorps. 
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FATIGUE MUSCULAIRE, 
7 PH ET PROLIFERATION BACTERIENNE DANS LA VIANDE 


“ par M. INGRAM (*). 
fo 


(Low Temperature Station for Research in Biochemistry 
and Biophysics, University of Cambridge and Department 
of Scientific and Industrial Research.) 


C’est un fait bien établi que les animaux fatigués avant d’étre 
menés a l’abattoir donnent une viande altérée se conservant mal. 

Ce travail donne un bref compte rendu de quelques-unes des 
raisons responsables de ce fait. 

En 1934, aprés la réorganisation de |’industrie du « bacon » 
dans l’Irlande septentrionale, il y eut beaucoup de jambons 
avariés. La caractéristique essentielle de la réorganisation était la 
suivante : la coutume avait été de tuer les porcs a Ja ferme méme, 
et de les transporter aux abattoirs de lusine tandis que, sous le 
nouveau régime, les animaux étaient envoyés vivants 4 l’usine 
pour y étre tués. 

La comparaison entre la viande-des porcs tués a la ferme et 
celle des pores tués 4 l’usine révéle que la plus forte corruption 
de cette derniére était en rapport avec une augmentation de la 
résistance électrique de la chair (tableau J). 


X 


— 


WY 


TaBLEAu I. 


RESISTANCE ELECTRIQUE NOMBRE DE JAMBONS 
LIEU NOMBRE (ohms) putréfiés 


de l’abatage|] d’animaux 


moyenne | Iégérement | fortement 


Ferme. . 233 0 
Usine. . 469 14 


On constata ensuite qu’une résistance électrique élevée s’accom- 
pagne d’un pH relativement élevé (Callow, 1936 c), et qu'un pH 
élevé de méme qu’une résistance électrique élevée marchent 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 13 mai 1948. 
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de pair avec une forte proportion d’altération de Ja viande 


(tableau II). 


TABLEAU II. 


——7~o EERE 


NOMBRE 


de jambons 


DEGRE D'AVARIE 


Moyenne + 


pH 


Erreur standard 


446. Pas. Bn! oie 0,047 
9 a Faible. Lys w ites 0,038 
A335 Grave. 5,84 <5 0,045 


On reconnul bientot que augmentation du pH et de la résis- 
tance électrique est due a la fatigue des bétes au moment de 
labatage. Les principaux fails qui élayent celte hypothése sont 

I. — La chair des pores, faligués a dessein par le trajet 


juste avant d’étre aballus, a une forte résistance électrique 
(Callow, 1985). 
II. — Lorsque les bétes sont mises au repos a leur arrivée 


i Vusine, leur chair a la qualité de celle des bétes tuées a la 
ferme (tableau ITI). 
Tabieau III. 


f " POURCENTAGE 
T = RESISTANCE : Ae > 
TEMPS ai de jambons putréfiés 
Clectrique 
de repos i pu 
moyenne 
(heures) (ohms) Forlement Légérement 
pulrétiés putréfiés 
ee 
22 AAD 94 D 10 
46 ie 3555 ;. 78 2 4/2 12 1/2 
7 apron Acie ray rae 7 295 5,59 0 4) 


III. — Les conséquences de la faligue, en augmentant la résis- 
tance électrique et le pH, peuvent étre abolies dans un temps plus 
court en alimentant les animaux mis au repos (tableau IV in 
Callow, Ingram et Hawthorne, 1939). 

Depuis lors, ces mesures sont employées au Danemark ow i! a 
été confirmé que de donner du suecre aux porcs fatigués redonne 
a leur chair les caractéres d’acidité de la chair des animaux non 
faligués et retarde beaucoup l’altération du bacon (Madsen, 1943). 

Les conséquences de la fatigue, du repos et de |’alimentation 
peuvent se traduire sous forme de modifications physiologiques 
du muscle aprés Ja mort. Ici on ne peut qu’esquisser le probléme : 
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Tableau LV. 
9 
A B 

: Non wy Reposes : Non o Reposés 

eposes repos¢és et nourris 
Nombre dewporésa2 45125... in) 52 52 32 32 
Poids moyen du foie (g.). . ...| 4.798 4.526 4.623 4.622 
Moyenne des pH du grand psoas. Dag 5,80 5,87 5,58 
Moyenne des pH du long dorsal. 5,39 5,45 5,58 5,47 


consulter Bate-Smith (1947) pour renseignements récents el 
détaillés. 

I. — Le pH du muscle représente un équilibre entre le pouvoir 
tamponnant d’un groupe de substances (amines, phosphates, etc.) 
qui, seules, donnent un pll voisin de Ja neutralité (environ 7,0), 
et des substances acides dont l’acide lactique est de loin le plus 
important (Bate-Smith, 1936). 

II. — La quantité d’acide lactique est trés variable. Au cours 
de la vie, l’acide lactique, engendré par le glycogéne du muscle 
apres l’effort, est éliminé par le sang. Aprés la mort, la réserve 
de glycogéne se scinde peu 4 peu pour former de l’acide lactique 
pendant que se produit la rigidité cadavérique ; mais, du fait de 
larrét de Ja circulation sanguine, l’acide lactique s’accumule dans 
le muscle. Si un muscle est fatigué peu avant la mort, sa réserve 
elycogénique est épuisée ct ne peut se reconstituer : c’est pour- 
quoi il reste moins de glycogéne, l’acide lactique ne peut plus 
se former et la chair est moins acide (Bate-Smith, 1938). 

III. — Dans un muscle ayant une réserve complete de glyco- 
géne, il peut se former une quantité suffisante d’acide lactique 
pour amener Je pH jusqu’a 5,4-5,5 (chez le porc). Dans le muscle 
fatigué le pH sera supérieur 4 5,5. Ce pH croit avec le degré 
de fatigue et approche de 7,0 si l’épuisement est total (Callow, 
1937 a). 

IV. — Si les bétes ne sont pas nourries, la régénérescence du 
elycogéne dans les muscles ne se fait que tres lenterment a partir 
du foie. Si les bétes sont nourries, les muscles sont approvisionnés 
par le sang et le glycogéne hépatique est inutile (tableau IV) ; 
le réapprovisionnement en glycogene serait particuliérement rapide 
si les bétes ingérent du sucre (Bate-Smith, 1937 a). 

Ce processus est le méme chez tous les. mammiféeres domes- 
tiques, malgré de légéres différences quantitatives d'une espéce 
a lautre. Par exemple, le pH du tissu musculaire des bovins 
varie dans une zone plus étroite et il est plus acide, 5,1 a 6,2 
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(Callow, expériences inédites) : de ce fait, on constale que la 
chair de beeuf est moins périssable que celle de pore. 

Le pore est particuliérement sensible aux effels de la fatigue. 
Son sucre sanguin est exceptionnellement faible (Bate-Smith, 
1987 ¢), et la récupération du glycogéne musculaire aprés une 
marche est lente. Ainsi, chez des pores fatigués, il est trés pro- 
bable que la chair d’un grand nombre d’entre eux restera rela- 
tivement alcaline aprés l’abatage. 

La corruption de la chair, manifestation visible de cette faligue, 
est due a une action bactérienne. Du point de vue bactériologique, 
on est amené a rechercher quelle est la signification des diffé- 
rences de pH dues a la fatigue. Peuvent-elles expliquer une aug- 
mentation de la proportion des viandes corrompues ? I] est prouvé 
que ces différences de pH dues a la fatigue sont du méme ordre de 
grandeur que celle qui permet la pullulation des bactéries infec- 
tantes. La figure 1 montre le role de l’acidité sur la vitesse de 
développement de trois microbes isolés sur des jambons corrom- 
pus: il est clair que dans la gamme de pH en question, une 
légére diminution d’acidité se produisit dans chaque cas avec gros 
accroissement dans la vitesse de développement des bactéries. 

Depuis, on a constaté qu’un changement d’acidité contréle le 
développement de bactéries putréfiantes non seulement dans les 
jambons d’Irlande, mais aussi dans les jambons d’autres régions ; 
en effet, le comportement de 46 espéces bactériennes différentes 
isolées & partir de jambons corrompus et de quartiers de bacon 
ful le méme ; ces espéces furent : des clostridii, des bacilles, des 
staphylocoques, des streptocoques et enfin divers microcoques el 
bacilles Gram-négatifs. 

A un pH de 5,5, 15 de ces microorganismes ne poussérent pas 
el, quant aux autres espéces, la vitesse de développement était 
de 5,2 fois plus grande a pH 6,5 qu’é pH 5,5. D’autres auteurs 
ont fait des observations similaires : par exemple, Haines et 
Scott (1940) isolérent, a partir d’une viande de bceuf avariée, 
une souche de Clostridium novyi qui poussait trés bien a pH 6,8, 
moyennement a pH 5,8, et trés peu a pH 5,5. 

En vérité, ce comportement parait étre caractéristique de la 
plupart des bactéries de la viande : le développement de EF. coli 
est trés rapidement arrété & un pH inférieur 4 6,0 (Sherman et 
Holm, 1922), et Cl. botulinum ne pousse pas bien 4 des pH infé- 
rieurs 4 5,4 (Dack, 1943). 

L’effet d’une augmentation d’acidité est rendu encore plus diffi- 
cile & interpréter du fait que, au fur et & mesure de leur dévelop- 
pement, les bactéries alcalinisent la chair, et la multiplication des 
bactéries une fois commencée continue d’elle-méme ; i] s’ensuil 
que la fatigue augmentera beaucoup le développement conséculif 
des bactéries dans la chair des bétes abattues et par 1A augmentera 
les chances de corruption. Puisqu’un grand nombre des espéces 
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cilées sont des anaérobies facultatifs, il est probable que l’argu- 
ment s’applique également aux aérobics qui se développent au 
voisinage de la surface. 


On comprend que cette description ne s’applique qu’aux 


Ol O U 
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Fic. 4. — Influence du pH sur la vitesse de développement de trois bactéries 


isolées sur des jambons putréfiés. 


muscles fatigués aprés une marche : par exemple, chez le pore, 
la fatigue modifie plus le pH du grand psoas que celui du long 
dorsal (Cf. tableau IV et Callow, 1938). Ainsi les muscles qui fone- 
tionnent le plus sont les plus susceptibles de devenir des foyers 
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infeclieux apres la mort et il est intéressant de constater que les 
muscles de la face postérieure du genou semblent particuli¢rement 
alteints par l’exercice ; il est cour ant que Ja corruption commence 
autour de l’os, surtout prés de l’articulation du genou (Cf. Haines 
et Scott, 1940). Si la viande doit étre salée, lélévation du pH a 
une conséquence importante, car elle empéche la pénétration 
du sel dont dépend la conservation (tableau V) : 


TaBLEau VY. 


| 
TRAITEMENT | (a) (0) 
: = 
1, Recouvert de sel pulvérisé la nuit a 0°. tie . Wisc i ae eae. 
| 4 
Il. Immergé dans l’eau salée 5 minutes a 20° ies fe ane I a es 
| 


La gamme de la concentration en sel du bacon et du jambon est 
normalement comprise entre 2,5 et 6,5 p. 100, mais il est pro- 
bable, d’aprés le tableau V, qu'une faible part seulement de cetle 
variauion est direclement due aux modifications du pIl muscu- 
laire. A la limite inférieure (2,5 p. 100 de NaCl), toutes les bacté- 
ries résistantes poussent vigoureusement (comme on pouvait 
atlendre puisque les types moins résistants ont été éliminés). 

Sur les 46 souches isolées, 17 seulement élaient stoppées dans 
leur développement par 6,5 p. 100 de NaCl (pH 7), tandis que 
36 souches s’arrélaient de poussers& pH 5,2 (sans NaCl). Il semble 
done que celte aclion de Pacidité, en modifiant la concentration 
saline, soit bien moins importante que son action directe. 

Toulefois, en examinant en détail les données, on constate 
un aulre rapport intéressant entre les effets du pH et du sel 
(Cf. tableau VI). Le pH critique de tout organisme peut étre 
considéré arbitrairement comme le pII auquel la vitesse de déve- 
loppement est réduite de 10 p. 100 de sa valeur optima; une 
concentration saline critique peut se définir de la méme maniére. 
Le tableau VI montre la fréquence a laquelle ces valeurs critiques 
ont lieu dans cerlaines zones. 

Ce tableau montre (A) que, dans l'ensemble, les espéces qui 
résistent aux pII acides ne tolérent pas le sel, et (B) que les 
espéeces qui tolérent le sel ne résistent pas a l’acidité. 

Kvidemment, ni l’acidité de la chair, ni le sel ajouté au cours 
du traitement n’agissent isolément; le tableau VI montre clai- 
rement que ces deux facteurs, acidité et salaison, sont complé- 
nenlaires ii un degré élevé. Les organismes qui ont un pH 
critique plus acide que pII 5, et qui, pour celle raison se déve- 


Ne 
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Tasieau VI, 


A. ECHELLE DE pit 


3,1-4,0 | 4,1-5,0 | 5,1-6,0 | 6,1-7,0 


Nombre d’espéces a pH dans l’échelle ci-dessus. 4 fl 31 34 
Moyenne de la concentration de sel de ces 
CSPECES Cpa UO) em are ih EPs o.0h.. cee Bee he 550 G29 8,2 WU 
B. ECHELLE 


de la concentration de sel 


es a al 
ee pee Hae 
=) 20 =) = 
ae 
Nombre d’espéces avec concentration de sel 
dansaiceheiietci-dessuss so) © Sects. hs. 44 14 14 7 
Moyenne du pH de ces espéces (p.100) . . . .| 5,4 5,4 5,6 6,0 


loppent sur la viande, seront en général inhibés par des concen- 
trations salines de l’ordre de celles du bacon et du jambon. 

Une des espéces isolées est capable de supporter soit un pH 
de 5,0, soit 10 p. 100 de NaCl. Il est probable que de tels orga- 
nismes pousseraient méme sur du matériel provenant d’animaux 
ayant bien récupéré. A vrai dire, de tels jambons subissent la 
putréfaction dans une proportion de 2 p. 100. 

De plus, les effets des variauons de pII et de salaison ont été 
étudiés séparément, mais il y a lout lieu de croire que leur action 
combinée est plus importante. 

Pour conclure, la chair musculaire des porcs fatigués avant 
Vabatage a un pH plus élevé et une résistance électrique augmentéec 
par rapport 4 celle des animaux non soumis a la fatigue muscu- 
laire. Cette élévation de pH géne la pénétration du sel dans la 
chair musculaire et ces deux faits sont la cause de la pullulation 
des bactéries. aérobies ou anaérobies qui produisent la putré- 
faction. 
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CONTRIBUTION A L'ETUDE PHYSIOLOGIQUE 
DE MYXOMYCETES 


par Jonaxna C. SOBELS (7). 


(Institut Pasteur. Service de Pathologie végétale et de Mycologie.) 


INTRODUCTION. 


En 1907, Pinoy [7], le premier, montra qu’il était possible 
a certaines Acrasie de parcourir leur cycle normal d’évolution en 
association avec une bactérie spécifique. Raper [8, 9], en 1987- 
1939, dans un travail complet sur les Acrasix, aboutit aux mémes 
conclusions. Cohen [4], en 19389, rapporte les résultats d’un travail 
original, qui lui a permis d’obtenir, d’une part, des cultures pures 
de différents myxomycétes, d’autre part des cultures de myxo- 
mycétes en associalion avec un organisme choisi (levure). Cet 
auteur conserve facilement ce qu'il appelle ses « two membered 
cultures » sur milieu aux flocons d’avoine. En utilisant la tech- 
nique préconisée par Cohen, nous avons obtenu des cultures 
associées de Licea fuxuosa avec des levures vivantes, et égale- 
ment des cultures pures, soit en présence de levures tuées, soit 
méme sur un extrait alcoolique de levure [410]. Une bourse offerte 
par le Gouvernement francais nous a permis de reprendre les 
recherches sur la nutrition des myxomycétes, recherches qui 
s’étaient trouvées interrompues par la destruction de notre culture 
a la suite de circonstances malheureuses (1). 


LA CULTURE DES MYXOMYCETES RECUEILLIS DANS LA NATURE. 


1° CuLtruReEs sAuvaAces (2). — Nous avons obtenu des cultures 
sauvages des différents plasmodes recueillis dans la nature en les 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 juin 1948. 

(1) Nous tenons ici 4 adresser nos plus sincéres remerciements 
a MM. Magrou et Lwoff, chefs de Service a 1’Institut Pasteur, pour 
Vappui qu’ils ont bien voulu nous apporter dans nos travaux. 

En particulier, notre reconnaissance va 4 M. le professeur J. Magrou 
pour la bienveillante hospitalité qu’il a bien voulu nous accorder, 


ainsi que pour les nombreux avis ¢éclairés qu’il nous a largement 


dispensés: 

Nous avons également été trés sensible & l’amical accueil que nous 
ont réservé tous les collaborateurs de M. le professeur Magrou. 

(2) Tous les plasmodes sont cultivés 4 la température du laboratoire 
(+ 20°) a l’abri de la lumiére du jour. 


Annules de UInstitut Pasteur, t. 75, ne 2, 1948. M1 
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eultivant dans des cristallisoirs sur un milieu organique (bois 
pourri et papier filtre arrosé avec de ]’eau de robinet stérile. ou 
une solution de Ringer diluée). Le fond du cristallisoir content 
toujours une couche de liquide d’environ 5 a 10 mm. Le pH de 
ces cultures est voisin de 6. Environ chaque mois, lorsque le 
papier-fillre qui supporte le myxomycéte prend une couleur brune, 
le plasmode, lavé a l’eau de robinet stérile est, dans le méme 
cristallisoir, transplanté sur un papier-filtre neuf. 

Comparée a |’élégante méthode de Mangenot [5, 6] (1982-1934), 
qui cultive ses plasmodes sur des disques de hétre en les nourris- 
sant avec des carpophores d’hyménomycétes dégradés par la 
décomposition ou par la cuisson, celle technique présente l’avan- 
tage de ne nécessiter que peu de temps pour l’entretien des cul- 
tures. Elle nous permet de conserver strement les souches de 
myxomycétes que nous ulilisons. Ceraliomyxa fruticulosa fructifie 
dailleurs normalement dans ces conditions de culture. 


2° CuLtrures pures. — Deux difficullés principales se présen- 
taient dans nos essais de purification de Badhamia utricularis, 
Fuligo spec., Licea spec. 

a) S’il nous était relalivement aisé d’éliminer les levures et 
aulres champignons en ulilisant la méthode de Cohen [4], il parais- 
sait trés difficile de débarrasser Jes cultures de certaines bactéries. 

b) Les opérations de purification des myxomycetes nécessitent 
de nombreux repiquages sur des milicux parliculiérement pauvres 
(eau bidistillée, tamponnée A pH 6 a Taide des solutions de phos- 
phates monopolassiques et disodiques de Sérensen et gélosée a 
25 p. 100). Or, sur ces milieux pauvres, le plasmode perd rapide- 
ment sa vitalité, et il arrive fréquemment que lon perde la culture 
lorsque les opéralions de purification arrivent a leur terme. 

Nous avons pu surmonter ces difficullés a4 la suite de nombreux 
tatonnements et insuccés. Tout d’abord, il était indispensable 
d’éliminer les bactéries qui restaient présentes dans nos cultures. 
Pour obtenir des cultures pures d’amibes, certains auteurs ont 
essayé d’éliminer les organismes associés (bactéries) en faisant 
agir un produit antibactérien. Nous avons essayé d’utiliser cette 
technique pour Ja purification de nos myxomycétes en employant 
un sulfanilamide, le septoplix 1162 F’, a différentes concentrations. 
Les résultats de ce premier essai furent totalement négalifs. 

En faisant agir, non pas un antibactérien, tel le sulfanilamide, 
mais un mélange d’anlibioliques : pénicilline-streptomycine, nous 
avons pu, derniérement, éliminer totalement les bactéries de cul- 
tures préalablement débarrassées des champignons, obtenant ainsi 
des cultures bactériologiquement pures. Employant la pénicilliae 
seule ou en association avec d’autres antibiotiques, Locquin a pu, 
comme nous, opérer celle purification [4] 


> inl 
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TECHNIQUE DE PURIFICATION DES CULTURES DE MYXOMYCETES. 


Aprés un certain nombre (4-5) de repiquages sur gélose lavée, 
le plasmode est débarrassé de toutes les levures et autres cham- 
pignons. Nous versons alors sur la plaque de gélose qui porte ta 
culture un mélange de 10 U. O. de pénicilline et de 10 U. G. de 
slreptomycine dans 10 cm* d’eau bidistillée. Aprés un contact de 
vingt-quatre heures, ce liquide est enlevé, et le plasmode repiqué 
le jour suivant. I] est facile de constater la vitalité du plasmode 
avant le repiquage en observant son cheminement 4a la surface de 
la gélose. La pureté du myxomycéte est vérifiée par une analyse 
bactériologique de ses traces sur le substrat. La premiére de ces 
difficultés étant ainsi tournée, nous devions éliminer la seconde 
en empéchant la mort du myxomycéte par inanition au cours des 
repiquages de purification. 

La méthode décrite ci-dessus permettant d’éliminer rapidement 
les bactéries associées au plasmode, a permis de restreindre sensi- 
blement le nombre des passages nécessaires a l’obtention d’une 
culture pure. Malgré cela, le plasmode est toujours affaibli par 
son séjour sur le milieu pauvre, et il est indispensable de donner 
a la culture définitivement purifiée un aliment qui lui permette 
de recouvrer son entiére vitalité : Cohen [4] préconisait, dans ce 
cas, utilisation de suspensions de levures, qu’il stérilisait 4 l auto- 
clave aprés les avoir lavées trois fois avec de l’eau slérile pour en 
éliminer les substances organiques du milieu. 

Pourtant, la levure ainsi préparée ne paraissait pas convenir 
entiérement 4 nos cultures. Nous avons pensé que les lavages suc- 
cessifs des suspensions éliminaient des substances indispensables 
a la croissance des plasmodes. Nous avons donc utilisé des sus- 
pensions de levure stérilisées quinze a vingt minutes 4 110° aprés 
une seule centrifugation. 

Effectivement, les suspensions de levure obtenues par cette 
méthode étaient avidement consommées par les myxomycétes et 
permettaient la conservation indéfinie des cultures pures. 


3° CuLTURES aAssocifes. — Partant de cultures pures de 
myxomycétes, il est souvent possible d’obtenir des cultures asso- 
ciées avec des organismes choisis (levures et bactéries) isolés a 
partir des traces de plasmodes sauvages. De telles cultures se 
repiquent aisément sur un milieu aux flocons d’avoine gélosé, 
ajusté 4 pH 6, ou elles se développent abondamment [10]. En repi- 
quant réguliérement ces cultures toutes les trois semaines environ, 
il est facile de les conserver pour les employer au fur et 4 mesure 
des besoins des expériences. 

Lorsque des cultures mixtes de myxomycétes entretenues sur 
gélose aux flocons d’avoine sont repiquées sur de la gélose a l’eau 
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ajustée & pH 6, la surface de la plaque de milieu ne présente 
aucune colonie différenciée de l’organisme associé. 

Pourtant, en ensemencant des traces du plasmode vivant en 
bouillon ordinaire et sur malt gélosé, on oblient une culture de 
microorganismes associés. Aprés la mort du plasmode, ceux-ci se 
développent tout d’abord sur le plasmode et, aprés quelque temps, 
dans les traces de celui-ci. Leur développement n’est pourtant 
jamais trés abondant. 

Le plasmode vivant inhibant également les colonies de champi- 
gnons infectant fortuitement certaines de nos cultures, nous avons 
pensé qu’il produit des substances qui empéchent le développe- 
ment des microorganismes associés et inhibent la croissance 
d’infections fortuites. 

Nous avons, dans une précédente publication, relaté quelques 
observations sur ce sujet [44]. Nous rapportons ci-dessous le 
résultat de nouvelles expériences confirmant notre hypothése. 


ACTION INHIBITRICE D’EXTRAITS AQUEUX DES CULTURES 
DE MYXOMYCETES SUR LA CROISSANCE DE Torulopsis. 


Nous avons utilisé, dans cette expérience, trois myxomycétes : 
Badhamia utricularis, Fuligo (2 espéces différentes) et deux Toru- 
lopsis, pris comme tests. L’un de ces Torulopsis est une levure 
pathogéne pour |’homme et certains animaux de _ laboratoire 
(T. histolytica) [2, 3], qui, en association avec B. utricularis, avail 
donné une culture trés riche de ce myxomycéte. 

L’autre est une nouvelle levure non pathogéne (T. laurentii) 
que nous avons isolée des traces de Licea flexuosa [40] et qui 
donne également de trés belles cultures lorsqu’elle est associée 
aux différents plasmodes. 

Pour préparer les extrails aqueux, nous avons utilisé des cul- 
tures associées des myxomycetes sur gélose aux flocons d’avoine, 
prises au moment ou le plasmode commence a monter sur la paroi 
de verre. du vase de culture. 

Dans chacun des flacons de culture, sont versés 10 cm* d’eau 
de robinet stérilisée. Puis, aprés avoir détaché le plasmode des 
parois de verre, ces flacons sont laissés au repos pendant deux 
jours a la température du laboratoire. Le contenu des vases de 
culture est alors versé dans des tubes et centrifugé dix minutes A 
vitesse modérée. 

Apres centrifugation, on peut distinguer 3 couches : 

Premiere : au fond du tube, le plasmode mélangé aux flocons 
d’avoine ; 

Deuxiéme : Une couche visqueuse, opaque ; 

Troisiéme : une couche liquide, transparente. 

L’action inhibitrice de la zone 2, visqueuse, est expérimentée 
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sur Torulopsis laurentii, celle de la zone 3, plus liquide, sur 
Torulopsis histolytica et T. laurentii, en suivant la technique que 
Voici : 

Des tubes de gélose a 0,5 p. 100 d’extrait de malt, maintenus a 
45°, sont ensemencés avec T. histolytica et T. laurentii dans des 
boites de Petri stériles. Au milieu de la plaque de gélose solidifiée, 
sont déposés délicatement des anneaux de Heatley et van Tieghem 
stérilisés au four & flamber. 

On distribue stérilement dans chacun des anneaux de Heatley 


Fie. 1. — Action dun extrait aqueux d’une culture de Fuligo sur 
le développement de Torulopsis histolytica; rayon de la zone inhibée : 4 mm. 


V a VI goutles du liquide provenant de la couche supérieure, et 
dans chacun des anneaux de van Tieghem, a peu prés 1,5 cm® du 
produit de la couche visqueuse. 

Les boites de Petri ainsi préparées sont placées dans un endroit 
frais pendant quarante-huit heures pour permetire Ja diffusion de 
la substance active dans la plaque et ensuite portées a l’étuve 
pepe. 

Les résultats mentionnés ci-dessous ont été observés ; dans ie 
eas de T. histolytica, aprés un séjour de vingt-quatre heures a 
l’étuve a 37° (température optima, 37°); dans le cas de T. lau- 
rentii, aprés un séjour de vingt-quatre heures a l’étuve a 37° com- 
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COUCHE LIQUIDE (3°) 
Anneaux de Heatley : 
rayon de la zone inhibée 


EXTRAITS AQUEUX ‘ 
Le plasmode et son milieu 


Test, Torulopsis histolytica : 


. Badhamia ulricularis . . 
. Fuligo spec. . 
ERT ORS 1X0 e se A ose Oa 
. Badhamia utricularis (3). 
. Témoin (eau stérile). 


COUCHE COUCHE s 
iqui 3e visqueuse (2¢ 
EXTRAITS AQUBUX liquide (3e) q (Qe) 


Anneaux Anneau 

de Heatley : de yan Thieghem : 
rayon rayon 

de la zone inhibée | de la zone inhibée 


Le plasmode et son milieu de flocons d'ayoine 


Test, Torulopsis laurentii : 


BOA ROMUD ULC CULAT Sis ls san nana 45 mm. (4). 45 mm. (4). 
» Fuligo spec. a ty wee. a oe ee | 0-cONmMeN (a WING ee 20 mm. (1). 
so FUNG NSN Ck. Cate nie ot seen arn 146 mm. (1). Non exp. 
. Témoin (extrait de flocons d’ayoine). .|0 mm. (2) [fig. 3]. Non exp. 


(1) Pas de colonies & l'intérieur de l'anneau. 

(2) Colonies a V'intérieur de l’anneau. 

(°) Extrait aqueux de plasmode, broyé pendant 56 minutes dans un mortier avec du 
sable, et centrifugé pendant 10 minutes A grande yitesse; lexpérience est exécutée 
avec la couche supérieure. 


plété par un séjour de quarante-huit heures & la température du 
laboratoire (température optima, 20°). 

Les résultats plus nels obtenus avec les différents extrailts sur 
T. laurentii, par rapport a ceux obtenus avec T. histolytica, sont 
probablement en relation avec les faits suivants : 

1° Si la croissance de T. laurentii a été empéchée par son séjour 
de vingt-quatre heures a |’étuve 4 87°, au contraire, la diffusion 
des substances actives a pu étre favorisée par la température plus 
élevée, 

2° Le temps de diffusion fut de cing jours dans le cas de T. lau- 
rentil, et de trois jours seulement dans le cas de T. histolytica. 

En conclusion, il nous parait certain que, non seulement J’extrait 
de plasmode de ces myxomycétes [44], mais aussi l’extrait de 
plasmode et le milieu qui le porte contiennent une substance qui 
empéche la croissance de Torulopsis histolytica et T. laurentii. 

Nous pensons, a ce sujet, qu’il est permis de supposer qu'il 
s’agit la d’une propriété générale de tous les myxomycétes, pro- 
priété qui peut leur étre utile dans leurs conditions naturelles. 
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Fic 2. — Action d’un extrait aqueux d’une culture de Fuligo sur 
le développement de Torulopsis laurentii; rayon de Ja zone inhibée : 30-33 mm. 


Fic. 3. — Action d’un extrait aqueux de flocons d’avoine 
sur Torulopsis laurentii ; pas de zone inhibée. (Témoin.) 
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Cette substance, qui diffuse lentement, ne filtre pas a travers les 
bougies Chamberland (le filtrat recueilli est inactif). Elle est 
thermolabile, ce qui ne permet pas la stérilisation des extraits 
par la chaleur. Elle supporte bien un rayonnement ultra-violet 
d’une durée de dix minutes. 

Indépendamment de nous, Locquin [4] a constaté la présence, 
chez plusieurs espéces de myxomycétes, de substances antibio- 
tiques qu'il a pu, dans certains cas, extraire et purifier. Ces 
substances ont été trouvées dans les plasmodes morts ou vivants, 
les sporanges et le milieu de culture. 


Resumé 


1° Nous avons obtenu des cultures sauvages des différents 
plasmodes recueillis dans la nature en les cullivant dans des 
cristallisoirs sur un milieu organique. Cette technique nous 
permet de conserver les souches de myxomycétes, que nous uti- 
lisons. 

2° Pour obtenir des cultures pures nous avons complété la 
technique de Cohen : 

a) Aprés un certain nombre (4-5) de repiquages sur gélose 
-lavée, le plasmode se trouve débarrassé de tous les champignons. 
En faisant agir un mélange de pénicilline-streptomycine nous 
avons pu éliminer tolalement les bactéries. 

b) Nous avons nourri nos plasmodes ainsi purifiés avec des 
suspensions de levures non lavées, slérilisées (quinze minutes 
4 110°) aprés une seule centrifugation. 

Des lavages répétés (trois fois) des suspensions de levures avec 
de l’eau stérile, tels qu’ils ont été préconisés par Cohen, ne 
conviennent pas a nos cultures. Ces lavages successifs éliminent 
des substances indispensables 4 la croissance des plasmodes. 

5° Partant de cultures bactériologiquement pures, il est possible 
(’obtenir des cultures mixtes avec des organismes choisis. En les 
repiquant sur flocons d’avoine gélosés toutes les trois semaines, 
il est facile de les conserver. 

4° Le plasmode des myxomycétes produit des substances qui 
empéchent le développement des microorganismes associés et 
inhibent lenvahissement accidentel par des champignons. 

L’extrait de plasmodes de myxomycétes et probablement aussi 
le milieu, contiennent une substance qui empéche la croissance 
de Torulopsis histolytica et Torulopsis laurentii. 
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SUBSTANCES ZYGOGENES ET ANAZYGOGENES 
POUR LE CILIE GLAUCOMA SCINTILLANS 


par Manrrep SECKBACTH (°). 


(Institut Pasteur. Service de Physiologie microbienne.) 


Les recherches de E. et M. Chatlon ont montré qu’il est tou- 
jours possible de provoquer la conjugaison du cilié Glaucoma 
scintillans, en réunissant 4 conditions essentielles : 

1° la privation d’aliment, qui est efficace, méme lorsqu’elle 
ne s’établit que progressivement ; 

2° l’intervention d’un facteur zygogéne plus ou moins spéci- 
fique, organique ou inorganique ; 

3° une limite supérieure de pH a 7,23 ; 

4° un délai de douze A vingt-quatre heures ; 
et cela, en l’absence des conditions maupasiennes de sénescence 
et d’ascendance hétérogéne. 

La conjugaison paraissait donc, d’aprés les conclusions mémes 
de E. et M. Chatton, comme déterminée par les conditions de 
milieu. 

Nous avons repris l’étude du délerminisme de Ja sexualilé de 
Glaucoma scintillans en nous proposant de définir quelques-uns 
des facteurs trophiques susceptibles d’agir dans le délterminisme 
de la zygose. Mais, pour aborder ce probléme, il était nécessaire 
d’obtenir la zygose dans des milieux chimiquement définis ou, 
loul au moins, aussi exaclement définis que possible. 

Au cours de ce travail, il est apparu qu’il était impossible 
d’oblenir la conjugaison dans un milieu synthétique ordinaire. 
Ceci nous a conduit a mettre en évidence l’action empéchante 
exercée par certains cations sur la conjugaison. Nous avons élé 
également amené & étendre aux sels de baryum ct de magnésium 


l’activité zygogéne reconnue par E. et M. Chatton aux sels de fer 
et de calcium. 


‘TECHNIQUE. 


Nous avons utilisé la souche méme de Glaucoma. scintillans 
isolée par E. et M. Chatton, et qui est entretenue dans le service 


(*) Boursier de la Direclion des Relations culturelles, Minist®re des 


Affaires ¢trangeres. 


we 
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de Physiologie microbienne de 1’Institut Pasteur. L’entretien est 
fait sur des milieux au grain de blé: 1 a 8 grains de blé auto- 
clavés vingt minutes a 120° dans 10 cm® d’eau de robinet. 

Divers milieux se sont montrés favorables, aussi bien pour le 
développement des cultures, que pour l’étude du déterminisme 
de la zygose. 

Milieu A: décoction de foin. On recouvre 5 g. de foin avec 
1 litre d’eau de robinet, et on porte a l’ébullition. On filtre sur 
papier. Le filtrat est dilué de 10 a 40 fois et réparti en tubes de 
17 mm. de diamétre, a raison de 5 4 10 cm® par tube. 

Milieu B: Milieu au foie et A la muqueuse intestinale. Du foie 
de lapin ou de la muqueuse intestinale du méme animal prove- 
nant d’un tube digestif préalablement lavé, sont mis en suspension, 
a raison de 2 4 15 g. de substance fraiche pour 1 litre d’eau de 
robinet. On répartit la suspension comme précédemment et on slé- 
rilise de la méme facon. 

Milieu C:: Milieu au blé. On introduit de 1 a 3 grains de blé 
dans 10 cm* d’eau de robinet et on stérilise comme précédemment. 

Dans la décoction de foin, milieu A, le cilié ne se développe pas 
en l’absence de bactéries. Il se multiplie, par contre, si-le milieu 
a été préalablement ensemencé avec Escherichia coli. Dans les 
milieux B et C, la culture bactériologiquement pure se développe 
fort bien. 


DiCLENCHEMENT DE LA zyGose. — Le milieu le plus favorable 
pour oblenir des conjugaisons est le milieu C ensemencé avec une 
culture de Escherichia coli, souche II, de Ja collection du labo- 
ratoire. Les tubes destinés aux expériences sont ensemencés avec 
IV a V gouttes d’une culture mixte G. scintillans + EF. coli. On 
place les tubes a l’étuve a 20° C. Le développement maximum, 
dans ces conditions, est alteint aprés quatre 4 cing jours. Il y a, 
a ce moment, 60.000 ciliés environ par cenlimétre cube. Si le pH 
de départ est égal ou inférieur 4 6,8, on voit les premiers couples 
apparaitre trois 4 quatre jours aprés |’ensemencement, c’est-a- 
dire un peu avant ce que E. et M. Chatton ont appelé « la crise 
culturale », définie par l’arrét de la croissance, di, pour la plus 
grande part, A la diminution de la nourriture. Si le pH, au moment 
de l’ensemencement, est plus élevé (6,8 4 7,6), il n’y a pas de 
zygose. Mais celle-ci peut étre provoquée, si l’on ajoute, vingt- 
quatre heures avant la date présumée de la crise, l’une des subs- 
tances zygogénes définies par E. et M. Chatton : glucose, acide 
pyruvique, Cl,Ca, Cl,Fe. Dans ces conditions, le rapport nombre 
de couples/nombre total des ciliés varie de 2 a 30 p. 100. 

L’étude cytologique des infusoires nous a montré qu’il s’agil 
bien d’une conjugaison accompagnée de la division des macro- 
nuclei, de la formation de pronuclei males et femelles, suivie 
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d'une dégénérescence du macronucléus et de sa reconstitution 
subséquente,. 


ETUDE DE QUELQUES FACTEURS ZYGOGENES. 


Pour obtenir des conditions identiques dans les divers tubes 
d’une méme série, nous avons procédé de la maniére sutvante : 
1 a 2 grains de blé sont auloclavés vingt minutes a 120° dans 
200 cm® d’eau de robinet (fiole de 1 litre). La fiole est ensemencée 
avec la culture pure mixte G. scintillans + E. coli et placée a 
l’étuve a 20°. Aprés quarante-huit heures, on répartit cette culture 
en tubes préalablement stérilisés (sérilisation a l’autoclave avec 
I goutte d’eau bidistillée). 

Les divers tubes d’une méme série se comportent d’une fagon 
identique. Cette technique a été utilisée dans toutes nos expériences. 


CONCENTRATION DES SUBSTANCES ZYGOGENES. — Nous avons déter- 
miné les concentrations auxquelles sont actives les substances zygo- 
génes identifiées par E. et M. Chatton. Nous avons, d’autre part, 
constaté l’activité zygogéne d’autres substances. Celles-ci ont été 
ajoutées dans les tubes quarante-huit heures aprés l’ensemencement, 
juste aprés la répartition de la culture-mére en tubes. Le tableau I 
résume les résultats de nos essais. 


TabLeau 1. — Substances zygogénes. 
SUBSTANCES ZY GOSE 
CONCENTRATIONS CONCENTRATION 

zy zogénes 

Bee ds zy gogenes Intensité Durée toxique 

ajoulées (I) (2) 
BS) ite oie —_ 0 0 — 
Glucose . . . . .| M/800-M/400 +--+ 3 M/200 (3) 
A pyruvique. . .| M/640-M/320 ++ 4 
C1,Ca. oe @ 6 M/E 000-M/25 ieee 3 M/20 
CljFe..... . -| M/16.000-M/1.600 + 2 M/4.000 
SO,Mg.... . .| M/4.000-M/50 ff 3 
Che ts AE es) M/1.000-M/100 te 3 M/30 


(1) 0, pas de zygose; +, couples trés rares; +, 2-5 p. 100 de couples; + 
5-20 p. 100 de couples ; +++, 20-30 p. 100 de couples. ; > hed 
(2) Nombre de jours pendant lesquels des couples ont été observés dans la cullure. 

(3) L'excés de glucose entraine une acidification du milicu. 


Nos expériences confirment done les conclusions de E. et 
M. Chatton relatives a |’action zygogéne du glucose, de |’acide 
pyruvique, des sels de calcium et de fer. Elles étendent la qualité 
zygogéne aux sels de magnésium et de baryum. Elles apportent 


Bo 
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enfin des précisions relatives aux concentrations zygogénes et 
mettent en évidence le fait que les concentrations zygogénes 
peuvent étre de 15 a 20 fois inférieures aux concentrations 
toxiques. 


ACTION DES DIVERS INHIBITEURS DU METABOLISME. — Le déclen- 
chement de la zygose étant lié 4 l’épuisement, ou, tout au moins 
a la raréfaction de la nourriture, nous avons tenté de voir si cer- 
tains inhibiteurs du métabolisme ne seraient pas susceplibles de 
provoquer la conjugaison en présence de Cl,Ca, M/200. 

On peut distinguer, pour les diverses substances, une concen- 
tration toxique empéchant la croissance, une concentration ralen- 
tissant la croissance el, enfin, une concentration ne produisant 
pas d’effet apparent. On voit que le nitrure de sodium, le cyanure 
de potassium, le fluorure de sodium et le 2-4-dinitrophéno] aux 
concentrations immédiatement inférieures aux doses toxiques, 
empéchent la conjugaison. Nous pouvons ajouter que, dans aucun 
cas, ces inhibiteurs n’ont provoqué la zygose dans des milieux 
non zygogénes. 


Tasieau Il. — Action sur la zygose déclenchée 
par Cl,Ca M/200 de certaines substances inhibitrices. 


SS A ES EI SA RRP ERR ES SE RE AS EE I ESR ESE BSE EEE ESSE TE 


ANCES fe EFFET fi 
dihibiirices (1) a sur la croissance ZYGOSE 
Oper eer eee = ox Beaten 

M/10.000 i ) 

a ee Se oe M/20.000 fe) fs) 
M/50.000 O eee 

CNK M/4.000 R 6) 
DIG Yarra am on oc M/2.000 0 erent 

M/1.500 T 0 

UN dieestseiere. son i ncates os M/5.000 

M/10.000 O set 

M/10.000 Z e 

2,4-dinitrophénol. . . M/20.000 ) q 
- : M/50.000 0 +++ 


pee ee ee ee eS SE ee 


T, effet toxique sur la culture; O, sans effet; R, crise trophique retardéc. 
(1) =, introduites 24 h. avant la zygose. 


—S | |e 


SUBSTANCES ANAzyGoGhNEs. — Afin d’étudier la nature des élé- 
ments capables d’influencer de fagon spécifique Ja zygose, nous 
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avons essayé d’oblenir la conjugaison dans des milieux chimi- 
quement définis. Ces recherches ont été fort longues et pendant 
irés longtemps décevantes. Nous avons tout d’abord essayé d’aug- 
menter la concentration en phosphates. Mais les concentrations 
efficaces susceptibles d’empécher l’acidification se sont révélées 
toxiques. Nous avons alors utilisé un tampon de CO,;NaH M/42-CO,. 
Dans ces conditions, nous n’avons pas observé de couples, alors 
que dans le milicu non tamponné, la zygose s’est manifestée nor- 
malement. Cette constatation, ainsi que beaucoup d’autres observa- 
lions, nous ont conduit a envisager l’hypothése que certaines subs- 
tances pourraicnt empécher la zygose. Nous avons alors examiné 
influence de différents cations sur celle-ci. 

Nous avons utilisé le milieu au grain de blé décrit ci-dessus. 
Vingt-quatre heures avant la date présumée de la crise, nous avons 
ajouté dans les tubes : 1° des substances zygogénes, 2° du chlo- 
rure de potassium A concentrations diverses. Les résultats sont 
résumés dans le tableau III. On voit que le chlorure de potassium 
M/83 et M/200 a diminué considérablement Vactivilé zygogéne 
du chlorure de calcium M/330, que le chlorure de potassium M/33 
et M/50 a supprimé l’activité zygogéne du chlorure de calcium 
M/200 et M/100. Par contre, le chlorure de potassium M/100 et 
M/200 s’est montré dépourvu d’action. Le chlorure de potassium 
4 concentration convenable a également supprimé [activité zygo- 
eéne du sulfate de magnésium et celle du glucose. 


Tasieau lll. — Effet anazygogéne des ions K+. 


—————— 


SUBSTANCES ZYGOGENES CIK ajouté ZYGOSE 
a 

CUaCa tS My S80re eh ce M/33-M/200 =e 
O (témoin) ++ 
M/33-M /50 0) 

M/200--M/100. . M/100-M/200 +++ 

O (témoin) ane leslie 

2 M/33-M/50 

SO,Mg M/200-M/100. . M/100-M/200 + 
© (témoin) +4. 

; M/33 

Glucose M/800-M/400. . M/50-M/200. e 
O (témoin) ++ 


Voir icali 2S Si 5 , : 
explications des signes dans la légende du tableau 1. 


Nous avons constaté aussi (les résultats ne sont pas donnés dans 
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ce tableau) que l’activité zygogéne du chlorure de calcium M/200 
est inhibée par CILi M/50 et ClNa M/25. ClNa M/50 est dépourvu 
d’action. L’ion sodium est done moins actif que les ions K+ ou 
Lit+. On connait de nombreux exemples d’antagonisme entre les 
lons potassium et calcium. La mise en évidence d’une action 
antagoniste du potassium vis-a-vis de l’action zygogéne du cal- 
cium parait done normale. Nous ignorons, pour le moment, aussi 
bien le mécanisme intime de l’action zygogéne du calcium que le 
mécanisme de |’action anazygogéne du potassium. 


INDUCTION DE LA ZYGOSE DANS UN MILIEU SYNTHETIQUE. — I] ne 
semble pas que la zygose ait été jusqu’ici obtenue dans les 
milieux synthétiques. Tous nos essais ont été négatifs jusqu’au 
moment ou la constatation de Veffet anazygogéne de certains 
cations nous a conduit a envisager l’hypothése que l’absence de 
conjugaison pouvait lui étre rapportée. Nous avons done cons- 
titué un milieu synthétique relativement riche en cations bivalents 
et relativement pauvre en cations monovalents et en phosphate. 
Ce milieu a la constitution suivante 


SUA TLS. Steak iene SSR ga pee ean a eRe 0,200 g. 
eM Ph ct ecat, A oiites Cai: 1,85 g. 
BOPNS etic Onmareasy, Serbs tt cbs ot fed cere oT ohne 0,050 g. 
SO MINTS mre erie es et enlistees sis gots 0,300 g. 
kU) Al Eyer CELRO OS 9 5 es bers erent scoeREN Oke te or Sra Mics ihe Gkacqulae dai 0,00025 g. 
OND G is SSO ss Sone he ad Se Se See meee a 0,0-0,1 g. 
ANIC OSC a ete M ee Stale: ee tn scan ee 6 oh ala oat hoses 0; tee 
BOOM ISITE re Bnd ood tae ou Ser sy oe el eee keys 4.000 cm? 

CO SINa cea ms: No fete Sma be ie mae ferns: aoe cd et 0,5 ¢ 


Le bicarbonate de sodium stérilisé a part par filtration, est 
ajouté stérilement au milieu autoclavé, et ]’on fait barboter un 
mélange CO,-air de facon a obtenir un milieu de pH 6,7. Ce milieu 
était ensemencé avec II gouttes d’une culture mixte G. scintillans + 
E. coli dans un milieu au grain de blé. Dans ces conditions, nous 
avons observé réguliérement, au quatriéme jour, de 20 a 30 p. 100 
de couples. 

Nous avons donné comme ltilre A ce paragraphe : « induction 
de la zygose dans un milieu synthétique ». En fait, si le milieu 
de culture est bien synthétique et de constitution connue, l’ense- 
mencement est réalisé a partir d’une culture en milieu au grain 
de blé. Dans notre milieu synthétique, i] est impossible de repiquer 
en série une culture mixte G. scintillans + E. coli. Une ou plu- 
sieurs substances présentes dans l’extrait de grain de blé sont 
nécessaires au développement du cilié. La nature de ces substances 
n’a pas 6lé définie. De toute fagon, ]’addition au milieu synthé- 
thique d’un extrait de son de blé favorise grandement Ja crois- 
sance des ciliés et la conjugaison. Mais nous tenons 4 insister 
sur le fait que la zygose n’a lieu que dans un milieu salin pauvre 
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en calions monovalents et riche en cations bivalents. I] n’y a pas 
de conjugaison dans les milieux salins ordinaires pauvres en 
cations bivalents et riches et cations monovalents. 


RésuME 


1° Nous avons confirmé les conclusions de E. et M. Chatton 
relatives au role des facteurs externes dans le déterminisme de 
la zygose chez Glaucoma scintillans. 

2° A la liste des cations zygogénes reconnus par ces auteurs, 
Fe+ ++ et Ca++, dont nous avons confirmé l’effet, nous avons 
ajouté les ions Ba++, Mg++. 

3° Les ions K+, Lit+ et Na+, a concentration suffisante, empé- 
chent le déclenchement de la zygose dd a l’action du chlorure de 
calcium ou du glucose. 

4° La zygose a pu étre obtenue dans un milieu salin riche en 
ions bivalents el pauvre en ions monovalents. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A LINSTITUT PASTEUR EN 1947 


par J. R. BEQUIGNON et Cu. VIALAT. 


Ce rapport, établi suivant le plan fixé par la Conférence inter- 
nationale de la Rage, concerne l'année 1947. 

1° Personnes traitées. 

484 personnes se sont présentées 4 la consultation du service 
des vaccinations antirabiques. Chez 212, le traitement a été jugé 
nécessaire. 

2° Méthode de traitement. 

La méthode employée est la méthode pastorienne. 

Les moelles sont soumises a la dessiccation, en chambre noire 
a 22°, dans des flacons munis de deux tubulures fermées par de 
Youate ordinaire et dont le fond est garni de potasse caustique. 
Aprés deux, trois ou quatre jours de dessiccation, les moelles sont 
introduites dans des pots-bans contenant 20 cm* de glycérine neutre 
a 30° Baumé et stérilisés a l’autoclave a 120° . 

Ce procédé de conservation des moelles en glycérine, proposé 
par E. Roux en 1887 (1) et introduit dans la pratique par A. Cal- 
mette en 1891, est adopté, depuis 1911, a ]’Institut Pasteur. 

Les moelles ainsi traitées sont conservées a la glaciére 4 +3°. 

Elles ne sont plus utilisées pour Ja vaccination lorsqu’elles ont 
séjourné dix jours en glycérine. 

Chaque jour, les sujets en traitement recoivent 4 a4 5 mm. de 
moelle desséchée el triturée dans 3 cm* d’eau distillée stérile. Le 
traitement a une durée de quinze, dix-huit, vingt-et-un ou vingt- 
cing jours, suivant la gravité des morsures. 


* 
* O* 


Le virus fixe actuellement utilisé représentait, le 31 décem- 
bre 1947, le 1.792° passage de la souche employée lors de la 
création du service de vaccination antirabique rue d’UIm. 

Afin d’éviter Vinfection possible des moelles, celles-ci sont 
extraites avant la mort des animaux, qui sont saignés dés que la 
paralysie est complete. 

Le procédé d’extraction des moelles est celui décrit par Oshida. 


(1) E. Roux, Ces Annales, 1887, 4, 87. 
Annales de UInstiltut Pasteur, t. 75, n° 2, 1948. 42 
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* 
* 


Formule du traitement d’aprés ]’Age des moelles. 


42: jour’. Behe Co Fhe Benen ae Moelle de 4 jours (3 cent. cubes). 
Deeg ee eh ee ee een ae ees — 4 — — 

Benin Ae tgs Sean ei _ 4 — -- 

BS et erg a abe a Decale tet eee — 4 — = 

Ope teat cn wee aes el tees —_— 3 o— — 

GE tae ae woes os ey Gee — 3 — _— 

Se: ine iis x ame tte Aah. s — 3 — — 

Sn SST Ee CLES Mat tke _ 3 — — 

Qe es fa Serene -- 2 — — 

10S ae NAN Ge ee — 3 o— _— 

Qe ee Ne ok oats ee ra —_ 3° — 
ets Pee ee a —_ 2 — —_— 

AGS * —, GERATS OETA 28. ortey te — 3 — a 

2 te aunts Nery wens oy AEC _ 3 — = 
Mya Se eT ce eres ie eye Re — 2 — — 

4.69) VOU ae at sie us ice ELAR a evoile Moelle de 3 jours (3 cent. cubes). 
LTS Lae a sen Awe Ver age avon talale _ 3 — _— 

1 AR: a a lala a ate dy 1 — 2 — as 
HOP Fos Frat..a ee ae es Moelle de 2 jours (3 cent. cubes). 
DOM Pre ears ae e bebioie —_ 2 — _ 
BAe Fae Cher ck Se eT a eae — 2 — — 
DOS TOURS tatiana Midis sean ee — 2 — — 
Soe Sees hs eee Boas —_ 2 — _— 
BES) a SHE es Bee tate ie — 2 — — 
AOE te. Chea et Poke “Sebo es —_— 2 — oa 


3° Répartition des personnes traitées d’apreés le territoire sur 


lequel elles ont été mordues : 


PESO Gs rx esis sds ce eee Sept ee Ta es 
AGMA OOS heise, Wok merle ye ee te than kee ee ee 
AvRichei Ahh E el... Fills 5 al gael Lt ued cee MEP, AP 
Bulgarie i... 5. 5 asm te tee alae eed Peerage war 
Indes: anglaisessvc)..5 casio etree? wel asy Gone nace ee 
TUBS. A. Gis <n ous a beeea alos a ona er eee 


Chiens de propriétaires connus ...... 
Chien pedis sess) te 2 ee ee eee en ee 
Chats de propriétaires connus. ...... 
Chats: errantses 3 9te) eS eee 
Rats 


Sree © bd ods “sale. s 


° 


aed 
rage chez Vanimal mordeur. 


Catégorie A. — La rage de ]’animal mordeur a été constatée 


= NE KE we 


Répartition des personnes traitées suivant V'animal mordeur. 


5° Répartilion des personnes traitées d’aprés les preuves de 
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par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
avec le cerveau ou par un examen histologique. 


Catégorie B. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 

par examen vétérinaire. 

Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 
COLCROLICL ACHE NORA me Romney. | aire ee wae wy SS 4 
COLOCOTIETE we Meare Peres Ace ce ete) MEERA DS oe hy 3 
Cates ones: mamas ie. Were ene! ie ht lie i 208 


Les névraxes de 110 animaux ont été examinés par le service 
des vaccinations antirabiques. Vingt et une fois les commémoratifs 
de la morsure de ]’animal et l’examen histologique du systéme 
nerveux nous ont autorisés a arréter le traitement chez les per- 
sonnes mordues. 

Les principes généraux qui ont dicté cette décision ont été rap- 
pelés dans un rapport précédent (2). 

6° Répartition des personnes traitées d’aprés les caractéres de 
la morsure : 


° Répartition des personnes traitées suivant que les vétements 
ont été interposés ou non : 


Dern ea ae ae a a ee at Coe ee ee he {51 


8° Répartition des personnes traitées d’aprés le siege de la 
morsure (3) 


SI Et Creare etree ere ere a ores MR AE he AB ee Babb eee 22 
RYeMMbuESESUPCCICILU Sy vite 2) Wee. Geese = ee a pees 120 
PEROU Gta) Aer este hak ie Ge tikes a PRP Oey ey eM so Pi 5 
MGI DRE SMMLOUICUURS Bane OS ce ee oe Sc estecs ee sv aeere ahh va? Bs ah 65 


9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de jours 
écoulés entre la morsure et le traitement : 


ONS 2 OURS Pepe ow ites! ce eit chs Petes jis : 402 
Hwa OURS ones: eae hed cits ya ser MRS. te Lat et ioe 4] 
Sead AJOURS..0 5) 2¥adn Gs 6 ees Seca OG Beil aes cr gree eer or 24 
ava OTe TOU Stemea re weet ora t ) oe See ec eee Nar el eee fs ea oD) 
Sud Cf 2d TOUTS: eee yl Esler ie eA hares hat ia Cle 


10° Autres renseignements : 


(2) R. Béguienon et Ch. Viatar. Ces Annales, 1943, 69, 372. 
(3) Qnand il s’agit de morsures multiples, seul est indiqué le siége 
de la morsure la plus dangereuse. 


166 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Répartition des personnes traitées par départements : 


ATSUIO’ 08 etc aie cast ne a ar 4 Mainé-et-LOire.c 6 Sr se sa es 2 
Allionv oy4h trate wnat 4 Marieint 2 Ul bhai Pause ate ees 4 
Alpes-Maritimes . . BAS re 1 Marne (Haute). . . { 
ATdennes. wey Gah) siete wane ct 4 Mayenne ns toy. en 4 
ANDO Mase tes eer poe eee we 2  Meurthe-et-Moselle. . . 4 
Bouches-du-Rhone. ..... 4 Meuse hc keer 5 ciety Shoes ed 
Calvados:-..% = < Fake Dare ok 2 Morbihan:”) 4b shh. ee edamame 4 
Gharontes® 2.3 2 wee ieee eee 4 Moselle =i. acts) ae 4 
Cétes-du-Nordi 2... ee es 4 Oiseic: ay tee ae ee ee 4 
COtOR ON faerie si bce 3. Puy-de-Déme : 5 
Creuse. he 4 RIN (Bas) aes ene 4 
Nouns aks ea 1 Sadne (Haute-). ... . 4 
BUTOtische ety” seat ta, ts he 5 Sarthe: o-cdve deo se iste ers 4 
RANIStOrO ke co sakeias ie ake eee 4 Greif ARIS sare alee os 60 
Garonne (Haute-)....... ’ 3 Sa { Banlieue... . 43 
Wle-etaVilainas ais tee ce elke 3 Seine-Inférieure ..... 3 
Erid'e:-“a) & Ries) LA RES BP. ht 3 Seiné-et-Marnesie = 20502 .bs 248 2 
ANA Ela. ane er 6 ake 4 Soeinte-et-Oise.d ved Sake wees eet 
Pencas ct ayes atte eo ees Dew VienNG1 ora! tetas RA ee ee 
LoiresInténieute 5002 a. tes ane Ye” Nienne Maite iis wi ttcuns tee meee 3 
LOIret et ry eh ee oe ees A) EN OSROS  auehicy aha ease ees 2 
OD igise satan". hice te amet AE Ces es 83 Youne =... q! 
Lot-et-Garonne..... 1 


Le tableau ci-dessous indique les résultats généraux des vacci- 
nations depuis l’origine. 


MORTALITE 
p- 100 


PERSONNES | CATEGORIE | CATEGORIE | CATEGORIE 


NNEE . ick 
PRAEES traitées B Cc tel 


674 5A4 
wil) O57 
622 255 
830 291 
540 215 
559 320 
790 600 
648 508 
384 423 
520 449 
308 45S 
«029 46A 
465 5 469 
644 363 
420 375 
324 362 
105 330 
628 288 
755 271 
727 255 
772 208 
186 267 
524 442 
467 A713 
404 160 


2 
1 
4 
4 
1 
1 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
1 
1 
1 
4 
4 
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SOP ODMAWKCNOMAMNOCOOCMOONTINASeOC 
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ANNEES 
oe 


MS eee 
AQT? 

SNS Soe Gee 
NOU Ag eo. 
4945 . 
1916. 


Total général. 


PERSONNES 
traitées 


__ 


342 
395 
330 
373 
654 
388 
543 
803 
-813 
126 
998 
154 
727 
764 
782 
634 
639 
671 
542 
589 
534 
564 
443 
496 
5410 
463 
454 
444 
444 
449 
214 
449 
134 
422 
4179 
228 
2412 


ee ee 


54,990 


CATEGORIE 
A 


CATEGORIE 
B 


CATEGORIE 
G 


DECKS 


ooocooococoecoooeccococoocooo ec OP OOP DW WR WORF COCOOF 


451 


MORTALITE 
p. 100 


7 ee et ee a ee ee ne ee ta) ie 


SseocecoococoocoococooococoroorcrFrrerwmnwmrocor 
SS SSSS SS SSS SS SSCS SS SS SSS RSS SHOOSLHSSSe 


o coooecooocoocoococooocooocococoocoooocooocooococooce 


bo 
oo 
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11° Mesures prises en vue de suivre l’évolution des cas traités 
pendant six mois au maximum. 
Les médecins sont priés de nous tenir au courant des accidents 
qui pourraient se produire pendant les six mois qui suivent le 


traitement. 


12° Accidents paralytiques : Néant. 


18° Décés 


: Néant. 
La statistique pour 1947 est done ainsi établie 


Personnes traitées . 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 1" juillet 1948. 


Présidence de M. Macrou. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine: J’ai l’honneur de présenter a la Société l’ouvrage que 
vient de publier M. Paul Boquet, Venins de serpents et antivenins (1), 
dans lequel notre collégue rapporte les données récentes sur la consti- 
tution, le mode d’action des venins ainsi que l’immunilé, naturelle 
ou acquise, a l’envenimation. 

Le traité célébre de A. Calmette et les travaux de M™* Phisalix 
restent des ouvrages fondamentaux sur les venins et l’envenimation, 
mais ils n’ont pas épuisé Je sujet, et les recherches récentes d’ordre 
chimique, physico-chimique, immunologique, poursuivies dans différents 
laboratoires du monde, auxquelles M. Paul Boquet a apporté une par- 
ticipation originale, méritaient la mise au point qu’il nous donne 
aujourd ‘hui. 

D’une agréable présentation, abondamment illustré, et bourré de 
références, ce livre constitue une ceuvre attachante et pleine d’ensei- 
gnements sur ces mélanges complexes de puissants enzymes que sont 
les venins. Aussi sera-t-il consulté avec profit non seulement par ceux 
qu’intéressent les serpents des différents continents du globe, mais 
encore par les physiologistes et les biochimistes, qui 


y trouveront 
matiére a d’utiles spéculations. 


(1) 1 vol., 157 pages. Collection de l'Institut Pasteur, Editions Médicales, 
Flammarion, Paris. 
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COMMUNICATIONS 


PREMIERES DONNEES SUR LA PRODUCTION 
D'UNE « STREPTOMYCINASE » 
PAR CERTAINES SOUCHES MICROBIENNES 


par Beranrp SUREAU, Emite ARQUIE, Fernanp BOYER, 
et M’* Micngetine SAVIARD. 


ll y a un an nous avons eu l’occasion d’isoler chez une malade de 
l’hopital Pasteur une souche de B. pyocyanique capable d’inhiber les 
cultures d’Actinomyces griseus ; il s’agissait d’une malade atteinte de 
méningite 4 B. de Friedlander et traitée par une association médica- 
menteuse énergique, comportant 12 g. d’adiazine, 2.900.000 unités de 
pénicilline et 2 g. de streptomycine par vingt-quatre heures ; en outre, 
elle recevait chaque jour 0,3 g. de streptomycine intrarachidienne. 
Apres cing jours de ce traitement, au moment ow le liquide céphalo- 
rachidien redevenait stérile, on vit apparaitre une nouvelle réaction 
méningée, cette fois due 4 un B. pyocyanique. Malgré la poursuite Gu 
traitement la malade devait mourir. Ce sont ces bacilles poycyaniques, 
développés en présence de fortes concentrations de streptomycine, qui 
nous ont permis de mettre en évidence pour la premiére fois une 
« streptomycinase ». 

Récemment, nous avons étudié un entérocoque possédant, de facon 
marquée, la méme propriété. Par la suite, nous avons observé, pour 
deux souches d’entérocoques de collection, la méme action sur le 
développement d’A. griseus 

Les filtrats des cultures de ces souches, tant le B. pyocyanique que 
l’entérocoque, sont capables, méme a faible concentration d’inactiver 
la streptomycine. Nous pensons étre ]4 en présence d’un enzyme, que 
l’on pourrait dénommer « streptomycinase » et qui se définit par les 
caractéres suivants 

1° Spécificité. — Ces filtrats inactivent la streptomycine ; ils restent 
sans action sur la pénicilline. ' 

Nous avons vérifié par Ja méthode des « cups » en gélose cette spé- 
cificité. Tandis que dans les « cups » témoins la streptomycine donne 
respectivement, vis-a-vis du staphylocoque Oxford, des diamétres 
d’inhibition de 

Pounrjune solution a 100 unIneS Gok. 2 Ee os — 35 mm. 


Pours solutionca AOMantt6S. 2. 2. 3 20,6 4 ee — 24 mm. 
Pourminecsolution a ante So. ss. wg ss el — 21 mm. 
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les « cups » contenant la streptomycine mélangée & la streplomycinase 


donnent 
Pour une solution a 100 unités. — 21 mm. 
Pour une solution & 410 unités . —418 mm. 
—11 mm. 


Pour une solution & 14 unité. . 
Vis-a-vis de la pénicilline les diamétres respectifs d’inhibition sont : 


POUPrse6SntGNIOINS ys aren 
Pour les « cupsmsdiessais Fishy oy.) oe, 108 


a 
, 
H 


— 38 — 33 —2 
— 33 —2 


Cette spécificité est telle qu’elle nous a permis de faire des dosages 
différentiels dans des sangs de malades recevant un traitement péni- 
cillino-streptomyciné. 

2° Pas d’action antibiotique propre, comme nous avons pu le vérifier 
par la méthode des cups en gélose et la méthode des dilutions. 

3° Comportement analogue a celui des enzymes. Il n’y a pas de pro- 
portionnalité entre la quantité de filtrat et son activité ; il faut tenir 
compte pour définir ]’activité des filtrats, de leur dilution, de la con- 
centration de la streptomycine en présence, de la température, de la 
durée du contact, etc. 

4° Inhibition par le B. pyocyanique et par l’entérocoque, des cullures 
d'Actinomyces. 

On n’obtient pas de culture d’Actinomyces lorsqu’on ensemence en 
méme temps que les spores, le B. pyocyanique ou l’entérocoque, 
(V gouttes de culture de vingt-quatre heures par boite de Roux 
de 200 cm*); lorsque le germe n’est apporlé que douze a vingt- 
quatre heures aprés l’ensemencement:de |’Aclinomyces, on note une 
action empéchante suivie d’une régression de la culture (dissociation 
du voile en particulier). 


Tasteao I. — Action des filtrats de B. pyocyanique 
sur la streptomycine. 


FILTRAT PYOCYANIQUE 
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28 1/20 de cm* | 1/10 de cm*® | 1/4 de cm? | 1/2decm3 | 14 em? rémoins 
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TabLeau Il. — Action des filtrats de culture de Ventérocoque 
sur la streptomycine. 


de streplomy cine 


Se | 


\coceo 


FILTRAT ENTEROCOQUE 

TEMOINS 

streplomycine; 1/20 de cm$ 1/10 de cm’ 1/4 de em$ 4/2 cme 1 cm$ etonaia 
Lv S o o oO o o o o o o i) eo 
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— | — | — j+4+4+} — |+4+4+) — [44+4) + [444+] 4 [444+ 
Se ot aes +++ ee fae 
— | + |4++ +++ +++ +++ +++ 

4+ +++ 5 eal +++ +++ +++ 

+++ |Jt++ +++ +++ +++ +++ 


Ces dosages ont ¢té effectués de la facon suivante : 

A des tubes de 5 cm® de peptone glucosée additionnés de doses 
variables de streptomycine on ajoute des filtrats d’entérocoque ou de 
B. pyocyanique a différentes concentrations ; on ensemence avec une 
culture de vingt-quatre heures de staphylocoque Oxford (de facon a 
obtenir une concentration finale de 10—*). Des témoins montrent que 
les filtrats n’ont par eux-mémes aucun pouvoir antibiotique, et qu’ils 
sont stériles. 


PREPARATION DE LA STREPTOMYCINASE. 


Les produits que nous avons étudiés ont été obtenus 

1° Soit en filtrant sur bougie Chamberland L, des cultures de sept 
a douze jours de B. pyocyanique ou d’entérocoque. 

2° Soit en filtrant sur bougie L, des cultures analogues, surense- 
mencées avec des spores d’Actinomyces. 

Nous nous proposons de poursuivre |’étude de cet enzyme. Celte note 
n’a d’autre but que de signaler nos premiers résultats ; nous n’avons 
pas encore rencontré dans la littérature, Vindication de faits analogues. 


(Institut Pasteur.) 
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SUR L’'ACCOUTUMANCE DES GERMES 
A LA STREPTOMYCINE 


par M's M. MOUSSET, M=> F. GRUMBACH et F. BOYER. 


Dans une note antérieure (1) nous avions montré la facilité avec 
laquelle on parvient in vitro & accoutumer certains germes a la strep- 
tomycine. 

Six passages successifs dans un milieu de plus en plus riche en 
streptomycine permettaient en vingt jours de rendre inefficaces des 
doses de streptomycine mille fois supérieures & la dose initiale inhi- 
bitrice. 

Nous avions également observé que ces souches rendues ainsi résis- 
tantes in vitro manifestaient, chez la souris traitée A la streptomycine, 
la méme indifférence & ce médicament. 

Il nous a paru intéressant de reprendre ]’étude de ces souches a 
résistance acquise afin d’observer leur comporiement vis-a-vis de la 
streplomycine aprés un an de conservation, d’une part, a la glaciére en 
milieu approprié, sans aucun repiquage, et d’autre part en leur faisant 
subir 6 passages sur souris. 

Les résultats que nous avons obtenus in vilro sont résumés dans le 
tableau suivant 


DOSE DE STREPTOMYCINE MERCK TOLEREE 
MILIEU PEPTONE DOSE | 
clucosée. iniliale | apres | par les souches accoutumées 
Ensemencement inhibitrice | accoutumance | | 
= ES 2 : NAS : ~~ vents : ayant subi 
microbien 10 en U/cm’ | de 20 jours | Coe ae an 6 passages 
en U/em? | sans repiquage sur la souris 
en un an 
Staphylocoque 133. 8 30.000 | 20 20 
Streptocoque Dig. 7. 20 | 20 000 La souche a perdu sa vilalité, 20.000 
Typhique Eberth I, 20 } 20. 000 200 
Friedlander Caroli.) 50 30 000 30.000 
Colibacille Monod.) 20 20.000 200 2 
| 


Les essais in vivo ont confirmé les résultats obtenus in vitro : c’est 
ainsi que le streptocoque souche Dig. 7 qui, au bout d’un an, a conservé 
intégralement in vitro son pouvoir résistant A la streptomycine, résiste 
également in vivo a l’action antibiotique de la streptomycine. Le coli 


Monod a perdu totalement son accoutumance in vitro et in vivo 5 Bt 


(1) F. Grumpacn, M. Mousser et F. Boyrr. Ces Annales. 1947, 73, 929. 
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méme aujourd’hui sa sensibilité 4 la streptomycine est plus grande 
qu initialement. 

Par contre, deux autres souches de colibacilles isolés des urines de 
deux malades traités 4 la streptomycine pour affection rénale, mani- 
festent la méme résistance A la streptomycine qu’au moment de leur 
isolement il y a plus d’un an. Ces deux souches ont été simplement 
conservées 4 la glaciére sams aucun passage pendant cette année. 

Nous citerons encore le cas du staphylocoque Londres qui n’a perdu 
que partiellement son accoutumance, comme le montre le tableau 
ci-contre. 


SENSIBILITE 
ala streptomycine en unités 
par cm 
Sowehe anit aera, tres ee Sees dere ks 2,5 
Staphylocoque aprés 15 jours d’accoutumance. . 4.200 
Staphylocoque accoutumé, conservé 18 mois en 
PIACISTE-BANS) PASSARE sky cops She bones co Sek 800 


Il ressort de cette étude que certaines souches conservent leur 
accoutumance 4a la streptomycine et que d’autres la perdent aprés avoir 
ou non subi des passages, en milieu de culture ou sur l’animal, et ceci 
4 lintérieur d’un méme groupe de germes. Nous nous proposons 
d’étudier ces faits sur un plus grand nombre de germes et de souches 
différentes de chaque germe. 


ACTION DE LA PENICILLINASE /N V/VO 


1. — TRAITEMENT PAR LA PENICILLINE DE SOURIS 
AYANT RECU AU PREALABLE 
DES INJECTIONS DE PENICILLINASE 
ET INOCULEES PAR LE STREPTOCOQUE 


par F. BOYER, B. SUREAU et M": M. SAVIARD. 


L’étude systématique de la pénicillinase nous a conduits 4 étudier 
l’action in vivo de cet enzyme, et a rechercher le comportement vis-a- 
vis de la pénicilline de souris préparées par des injections de pénicil- 
linase et infectées avec une souche microbienne virulente. 

Nous avons choisi pour notre expérimentation le streptocoque hémo- 
lytique Dig. 7. Nous avons procédé 4 4 ordres d’expérimentation. 

1° Lots témoins. 

2° Souris recevant en méme temps, dés ]’inoculation, en deux injec- 
tions sous-cutanées distinctes, pénicilline et pénicillinase. 

3° Souris ayant recu deux injections de pénicillinase 4 vingt- 
quatre heures d’intervalle, puis inoculées et traitées dix-huit heures 
aprés la seconde injection de pénicillinase. 
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4° Souris ayant recu soixante-douze et quarante-huit heures avant 
l'inoculation et le traitement, deux injections sous-culanées de péni- 
cillinase. 

1° Lors rémoins. — Toutes les souris ont élé inoculées par voie 
péritonéale avec 1/2 cm® d’une dilution au 1/100.000 dans le Tyrode 


d’une culture de vingt-quatre heures en bouillon ascite de streptocoques 
hémolytiques Dig. 7. 


a) Témoins non traités. 


LOTS TEMOINS 
(Jours) 


Te 
| 
| 
| 
| : 
| 
| 
| 


a) Témoins non traités. 


b) Témoins traités par 0,5 cm’ : 


de pénicillinase. 


c) Témoins traités par : 
mélange eykeaipernnee 
pénicilline + pénicillinase. 


\ 
d) Témoins traités par la 


Meee Seas e Pow wie Tope) er were Ww bee & core art TP 


pénicilline (50 U. O. par jour) 
Bnuttaae 2 jours. 
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b) Témoins traités aussitdt aprds l’inoculation, puis douze heures 
plus tard, par 0,5 cm’ sous-cutané de pénicillinase (1). 


c) Témoins traités aussit6t apres Vinoculation, puis douze heures 
plus tard par 0,5 cm chaque fois de mélange extemporané : pénicil- 
line, 50 unités dans 0,5 cm’ d’eau_ physiologique, et pénicillinase 
0,5 cm. 


d) Témoins traités, dés l’inoculation, par 50 uniltés de pénicilline en 
2 injections sous-cutanées par jour pendant deux jours. 

Il ressort du tableau ci-dessus que la pénicillinase ne posséde pas 
en propre d’action antibactérienne, et que mélangée in vitro A la péni- 
cilline en proportions convenables elle l’inactive aussitot. 


2° SOURIS TRAITEES PAR DES INJECTIONS DISTINCTES DE PENICILLINE ET DE 
PENICILLINASE, DES L’INOCULATION. — Ces animaux recoivent toutes les 
douze heures, pendant quarante-huit heures, d’une part 25 unités de 
pénicilline, d’autre part 0,5 cm* de pénicillinase soit au total 100 unités 
de pénicilline et 2 cm* de pénicillinase. 


Pénicilline 50 U.O. par jour en 
deux injections + pénicillinase 
0,5 cm* deux fois par jour 
pendant 2 jours. 


1 2 

Vitis Vi 
VAY 
Wala 
Vi les 

Voley 

V_| OY. 
lea 
Oa 
NaN, 
Ye AP, 


<<<<<<+4++4+ 
<<<<++ 


Ce traitement se révéle, par comparaison au traitement des souris 
témoins d, (mené au cours de la méme expérience) nettement plus 
efficace. 


3° SouRIS PREPAREES PAR DEUX INJECTIONS DE 0,5 CM® CHAQUE FOIS DE 
PENICILLINASE, vingt-quatre heures et dix-huit heures avant ]’inocula- 
tion, et traitées par 25 unités de pénicilline toutes les douze heures 
pendant quarante-huit heures. 


(1) La pénicillinase employée dans les expériences rapportées est cons- 
tituée par le filtrat dune culture de huit jours de Subtilis Souche Ungar 
sur bouillon glucosé, dont 1/20 de cm% inactive 20.000 unités de pénicilline. 
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JOURS 


| | 
1 SPAS Ma 5: cei res|: Selle o mime 
en 
VP velee | 
0,5 cm*® de pénicillinase 48 et )V | V | + et 
"24 heures avant inoculation. } Mal Vapor | 
Vite von Wil | 
et Vilas Moan Wns ha Needs = | | 
Aaa lies deli ane cae | | 
50 U.O. pénicilline par jour en \ VET VE SV ER VE Time th VT or eco 
deux injections pendant2jours.§ V | V|/V]/V{V;iV;|V/V/V/Y 
VV EW LV) Wile tev) Wal Ww 
1 V Pa iceV fh Voll OV eV ae at Ven) Festa 


Cette expérience confirme la précédente et améliore encore le pour- 
centage des survies. 


4° UN DERNIER LOT DE SOURIS, ENFIN, EST PREPARE SOIXANTE-DOUZE HEURES 
ET QUARANTE-HUIT HEURES AVANT L’INOCULATION PAR UNE INJECTION CHAQUE 
Fors DE 0,5 cm® pe pENICILLINASE. — Le traitement pénicilliné est le 
méme que pour le lot précédent. 


JOURS 


"48 heures avant Peuectintiod 


0,5 cm de pénicillinase 72 : 
d 


25 U. O. de pénicilline toutes les 
12 heures pendant 48 heures. } 


| 


<<< esers | 
mS | 
<<<<-ee4+ 
<<<<<<+ 


Nous avons youlu nous assurer que ces résultats sont effectivement 
liés a action de la pénicillinase et qu’ils sont sans rapport avec le 
bouillon qui lui sert de support. Pour ce faire, nous avons préparé 
d’autres souris en leur injectant, au lieu de pénicillinase, 0,5 cm, 
soixante-douze et quarante-huit heures avant l’inoculation de bouillon 
slucosé provenant du méme lot que celui qui avait servi A ensemencer 
le B. subtilis. Non seulement cette préparation n’a pas amélioré le 
pourcentage des survies mais elle semble méme, par la fatigue sup- 
plémentaire qu’elle impose A l’organisme, atténuer les effets de la 
pénicillinothérapie. 


le es 


ae 
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a PS A ES TR SSP SSS SR SE SEARO AO SRE 


| JOURS 
| 
l1fo|alalslela{elo]|w 
acs (a Es | ery |e | ae owt 
| ee | 
Souris préparées par linjection V | a4 | 
de 0,5 cm* de bouillon glucosé Ve} au | 
72 et 48 heures / WoWy | He | 
avant linoculation. ly | y | bat 
Traitement par 50 U. O. NT SV ote 
de pénicilline (en deux injections) | V | V | + | 
par jour Vat Vil | 
pendant deux jours. Vi Vivi+ 
Vivi vit 


Dans les conditions de ]’expérimentation, la préparation des animaux 
a permis de faire passer les survies (10 p. 100 avec le traitement péni- 
cilliné seul) a 20, 30 et méme 60 p. 100. 

Nous avons reproduit ces expériences, avec des résultats analogues, 
en utilisant des pénicillinases d’origines différentes : pénicillinase du 
B. subtilis Ungar obtenue sur milieu de Sauton, pénicillinase du coli- 
bacille, pénicillinase lyophilisée Schenley de B. cereus. 


Discussion. — Ces résultats ne constituent que la premiére étape 
d’une série d’études que nous avons projetées sur le mode d’action de 
la pénicillinase. 

Nous ne pouvons aujourd’hui que constater un fait, l’activation de 
la pénicilline par la pénicillinase, dans certaines conditions bien déter- 
minées. Se produit-il un composé intermédiaire trés actif? Sommes- 
nous en présence d’anticorps antipénicillinase capables de détruire des 
facteurs « antipénicilline » naturels du sang? L’augmentation du pour- 
centage des survies avec l’ancienneté de la préparation par la péni- 
cillinase pourrait le laisser penser. 


(Institut Pasteur.) 


ACTION DE LA PENICILLINASE /W V/VO 


il. — ETUDE DE LA CONCENTRATION DE LA PENICILLINE 
DANS LE SANG DE LAPINS AYANT RECU DE LA PENICILLINASE 


par B. SUREAU, ®. BOYER et M'* M. SAVIARD. 


Les résultats cbtenus avec la pénicillinase au cours de |’expérimen- 
tation sur souris nous ont incités & reprendre le probléme sous un 
autre angle et a étudier, chez le lapin, le passage de la pénicilline 
dans le sang. 
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Chez certains animaux, nous avons essayé de détruire la pénicilline 
du sang par des injections de pénicillinase ; d’autres ont été préparés 


TABLEAU I EXPERIENCE DY 24 MaRS 71946 


Pénicitline (5.000V, I/1,) 


Penicillinase (7c LV. 
+ Penicilline ody Ana) 


Tacx 06 FENMCLLINE (en Unites por co 
2 
.) 


12° 20° 430! BO, 60. ae OK (BO SQ 0 SO erat 
Heures 


TABLEAv IT Expervence cu 18 MARS 4 


Fenicilline (5.000U IM by 


---- Pemeitlingse Le.c 
a + Pénicdline (5.000. 44) 


OATES PAR Cc. 


Hevres 


par la pénicillinase, puis ont ensuite regu un traitement par la péni- 
cilline ; nous avons suivi le c te ans si ‘ni 
at vons suivi le comportement dans le sang de cette péni- 
cliline, 
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1° Lapins TEMomns. — a) Etude de la pénicillinémie. Avant l’expéri- 
mentation, nous avons fait chez chacun de nos animaux une courbe 


TABLEAU IT Experience clu 30/AaRs 47 
7,3 
12 h PenreiLline (s000U. L/Z./) 
47 \ ___. Ferieillinase dec. 
S Ab \ + PencilLline (5000t/, L1) 
rae 
«| 9 
Xho 
% 
N 
8 
N 


TABLEAU Iv Experience clu 23UvIn 48 
23-6-48 Penelline (50002 I/1) 
2 276-48) nas » » 
G2 ; 
gy il 
Seg 
x] 9 
nce 
D 7 
. 6 
‘ Si 
S 4 
a. 
2 
q 
os 
Co 


d’élimination sanguine de la pénicilline aprés un traitement intra- 
musculaire de 5.000 unités de pénicilline (dans 1 cm* de sérum physio- 
logique) toutes les deux heures. Nous n’avons établi nos courbes 
qu’aprés un traitement d’au moins quatre heures. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 75, n° 2, 1948. 43 
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b) Lapins traités par des injections de pénicillinase seule (1 cm* de 
pénicillinase du subtilis Ungar par injection). — Ce traitement ne nous 
a jamais permis de relever dans le sang une activité antistaphylo- 
coccique mesurable 

c) Aun lapin en cours de traitement par la pénicilline, nous injectons, 
en méme temps que la pénicilline injectée dans le muscle, par voie 
yeineuse, 1 cm® de pénicillinase. La pénicilline du sang circulant est 
aussitot et définitivement détruile ; le pouvoir bactériostatique du 
sérum s’équilibre aux environs de 0,03 unités Heatley, ce qui peut 
atre considéré comme le pouvoir bactériostatique propre du sérum. 


2° INJECTION INTRAMUSCULAIRE UNIQUE DE 1 GM® DE PENIGILLINASE au Cours 
du traitement pénicilliné. 

Les injections de pénicilline et de pénicillinase sont simultanées, 
l’une dans la cuisse droite, l’autre dans la cuisse gauche. Avant d’inac- 
tiver la pénicilline du sang circulant, la pénicillinase déclenche dans 
le sang l’apparition passagére d’une concentration élevée, dont le maxi- 
mum dépasse nettement celui de la pénicillinémie témoin. 


3° INJECTIONS INTRAMUSCULAIRES REPETEES (1 cm* toutes les demi-heures) 
de pénicillinase au cours du traitement pénicilliné, 

Seule, la premiere injection entraine l’apparition d’un clocher com- 
parable A celui du tableau Il. Le pouvoir bactériostatique du sérum 
est ensuite négligeable. 


4° TRAITEMENT PAR LA PENIGILLINE D’UN LAPIN PREPARE soixante-douze 
et quarante-huit heures auparavant, par une injection de 2 cm® chaque 
fois de pénicillinase. 

Aprés avoir établi une courbe d’élimination témoin, le lapin est 
préparé par la pénicillinase ; quarante-huit heures aprés la fin de cette 
préparation, il regoit un nouveau traitement par la pénicilline. 

Le phénoméne signalé par nos premieres expériences s’amplifie ; le 
maximum de concentration de pénicilline obtenue au bout de trente 
minutes est d’environ dix fois le maximum témoin. 


* 
* 


Nous poursuivons actuellement cette étude. Nous ne désirons aujour- 
d’hui que signaler ces résultats expérimentaux. 


(Institut Pasteur.) 
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ACTIVITE ANTIBACTERIENNE « /WV V/VO » 
DE L’ASSOCIATION « SULFONES-PENICILLINE » 
ET « SULFONES-STREPTOMYCINE » 


par Fernanp BOYER. 

Les associations médicamenteuses sont maintenant classiques ; déja, 
en 1946, nous avions signalé, avec le D™ Nitti, l’intérét de 1’association 
« pénicilline-sulfamides » (1). Maintenant que les sulfones connaissent 

TaBLeAu | (2). 


EXPERIENCE DU 719 Sept 97 


SH. pig? (5000 ¢oses moRTELLES ) 


Jours 
38 
cA 
6 
5 
4 
3 
2 
1 
TEMOINS 1500F 1500F 1500 F 
35mg Bve. 253 Ye 25mg YH 
7 fois pactur 7 iy paryour = ita, par four 
BSS fades 2 fours 


un renouveau d’actualité, il nous a semblé utile de reprendre les études 
commencées avec le D* Nitti et d’étendre aux sulfones les résultats 
prometteurs apportés par les autres associations médicamenteuses. 
Nous ayons entrepris ]’étude d’une série de sulfones solubles dérivées 
de la_ para-diamino-diphényl-sulfone (1358 F), parmi lesquelles la 
4-amino-4’-succinyl-amino-diphényl-sulfone (1500 F) retiendra aujour- 
d’hui plus particuligrement notre attention. Cette sulfone, trés soluble, 


(1) F. Nirtt, F. Boyer et M. Facuer. Ces Annales, 1946, 72, 687. 

(2) Au cours de toutes ces expériences, les souris ont été infectées, par 
voie péritonéale (10.000 doses minima mortelles), avec une souche de 
streptocoques hémolytiques Dig. 7. Culture de vingt-quatre heures en 
bouillon ascite. Chaque colonne représente une souris ; la survie en jours 
est indiquée par la hauteur de la colonne. 
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se préte facilement & l’expérimentation, du fait qu’elle se mélange 


sans difficulté A la pénicilline ou & la streptomycine. 
Toxicité du 1500 F. — Par voie intrapéritonéale, la dose maxima 


TABLEAU II. 


EXPERIENCE - DY 70 DEC, FF 
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~SH. Dig? ( 5000 Doexes moRg/elles) 
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8 
7 
6 
5 
4 
| 
} 
1 
TEMOINS 1500 F PENICILLINGG  1.500F PewiciLlin€.G 1500 F 
2g pacjour So U.O, parjour Targ per jour 25U0. par jour fh Mette banda 
‘ j 7 j + PenicillineG, 
S ee, Ke - yk COE a 1 Ye 25 U0. per jour 
lad 
= /e Ss we ii O4 SL 
Tasieau III, 
EXPERIENCE BY 76 Dé 47 
Pueumo. Ti /s000 poses menteltes) 
Jours 
8 
7 
6 
5 
4 
3 
= 
1 


TEMOINS 1500.F 


PENICILLINEG, PENICILLINEG  I1500.F. 1.500F 
5g SH W000. Se FU0. S/- emp Se HOG SE 
Z W parpour BIAS fasryoun 2 Hf. padrjour Bit). parjour + FeniciLink 
ours JF sov. 3K BACs samy 
af Sif sc) BE LBS) Flours 2 fie eae 
S/duns 


mortelle chez la souris est de 50 mg. pour une souris de 20 g. ; la 
dose tolérée sans trouble se situe aux environs de 10 mg. 

Elimination. — Chez le lapin, aprés une injection sous-culanée, la 
concentration maxima dans le sang est obtenue au bout d’une demi- 
heure ; aprés six heures, elle est pratiquement nulle ; l’élimination 
par Jes urines est totale en moins de vingt-quatre heures, Administrée 
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per os, 1’élimination est beaucoup plus lente, ce qui nous avait donné 
a penser, au début de l’expérimentation, que la voie orale (1500 acide} 
était plus efficace que la voie parentérale (sel de soude du 1500). 


TaBLeau LV. 


EXPERIENCE DU 24. SEp/. aG 


S,H. Dig# (5000 Doses MorTetles) 
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TABLEAU Y. 
EXPERIENCE DU 8BDEC Jz 
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8 
? 
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Ss 
4 
3 
2 
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Le tableau I démontre que l’administration sous-cutanée a doses 
fractionnées au cours du traitement donne des résultats supérieurs 
4 ceux obtenus avec la méme dose administrée per os en un seul 


gavage. 
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Smith et ses collaborateurs (3) ont étudié l’association « strepto- 
mycine-sulfones » vis-d-vis de la tuberculose expérimentale du cobaye. 

Association 1500-pénicilline. — Nos essais ont porté sur le strepto- 
coque hémolytique Dig. 7 et le pneumocoque I, souche Til. 

Comme le montrent les tableaux II et III, l'association ne se traduit 
pas seulement par une addition de l’activilé antibactérienne des deux 
produits ; il y a une réelle synergie. 

Association 1500-streptomycine. — Nos essais ont porté sur le strepto- 
coque hémolytique Dig. 7, le pneumocoque I, souche Til et le Fried- 
lander souche Dumas. 

Il est intéressant de noter que les toxicités respectives des deux pro- 
duils ne s’additionnent pas (une souris de 20 grammes supporte sans 


TaBLEAU VI. 


EXPERIENCE DU 23 DEC, AF 
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troubles l’injection simultanée intrapéritonéale de 10 mg. de 1.500 et 
de 6.000 unités de streptomycine). 

Les tableaux IV, V et VI confirment d’une fagon encore plus nette 
la synergie des deux produits. 

Nous avons, avec le 1368 F, administré par voie buccale du fait de 
sa faible solubilité, fait des essais analogues qui ont conduit aux 
mémes conclusions. 

Conclusions. — Il existe entre les sulfones, et en particulier, le 
1500 F et le 1358 F, et la pénicilline ou la streptomycine, une synergie 
d’action. 

L’association 1500-streptomycine nous parait particulitrement inté- 
ressante ; ces deux produits, trés actifs par ecux-mémes, sont relative- 
ment toxiques, mais leur administration simultanée entratne une 
synergie de leur activité antimicrobienne sans que leurs  toxicités 
s’ajoutent. 

(Instilut Pasteur.) 


(3) M.-I, Smita, W.-T. Me Crosxy, E.-L. Jackson et H, Bauer. Proceed, 
Soc. exp. Biol. Med., 1947, 64. 
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PREPARATION DE SOUS-ETALONS STABLES 
POUR LES TITRAGES DE PENICILLINE 


par P. BONET-MAURY et G. ODERBERG. 


Le titrage d’une pénicilline comporte la préparation de sous-étalons 
de faible activité, de l’ordre de quelques unités Oxford. Le titre de 
ces étalons doit étre connu avec une trés bonne précision bien qu’il 
corresponde & une masse de pénicilline de quelques millitmes de milli- 
grammes que l’on ne peut déterminer par pesée directe. On part donc 
généralement d’une quantité pondérable de pénicilline c’est-d-dire quel- 
ques dizaines de milligrammes (100.000 U. O. = 60 mg. de pénicilline 
G). La pesée précise de faibles masses d’un corps aussi hygroscopique 
que la pénicilline est une opération délicate ; la solution aqueuse de 
tilre connu, préparée a partir de cette masse pesée, se conserve mal 
et il est nécessaire, pour chaque série de titrages, de préparer une solu- 
tion étalon fraiche en sacrifiant quelques dizaines de milligrammes de 
pénicilline pour en utiliser finalement quelques milliémes de milli- 
grammes. 

On peut remédier 4 ces différents inconvénients en diluant la péni- 
cilline dans une poudre inerte, A condition que le mélange soit de 
bonne conservation. Aprés plusieurs essais, nous avons constaté que le 
sulfate de magnésium cristallisé constitue, aprés pulvérisation, un bon 
excipient, chimiquement et biologicuement inactif aux doses utilisées 
pour un titrage de pénicilline ; la tendance du sel hydraté a s’ « effleu- 
rir », c’est-a-dire 4 perdre spontanément une faible fraction de son eau 
de cristallisation lui confére des propriétés desséchantes convenables (1). 
Le sulfate de magnésie cristallisé (SO,Mg7H,O) est soigneusement 
pulvérisé au mortier, aprés stérilisation si nécessaire (2). On introduit 
de petites quantités de sulfate pulvérisé dans un flacon de pénicilline G 
commerciale renfermant 100.000 U. O. et on mélange avec un agita- 
teur. Ce mélange est vidé dans un mortier stérile ot: il est longuement 
trituré. On recommence l’opération avec de petites doses de sulfate 
de magnésium jusgu’A ce que toute la pénicilline du flacon ait été 
entrainée dans le mortier ; on ajoute alors du sulfate de magnésium en 
quantité déterminée pour obtenir le titre choisi (8). Le mélange est 


(1) A Yair libre le sulfate cristallisé, pulvérisé, perd 6 p. 100 de son poids 
en huit jours, A 20°. 

2) Cette stérilisation peut étre obtenue, soit en Javant les eristaux avec 
de Valcool absolu saturé préalablement de sulfate de magnésium, soit en 
exposant la poudre aux vapeurs de formol en vase clos et en chassant 
ces vapeurs a la fin de lopération par un courant dair stérile. 

(3) Nous utilisons un mélange renfermant 100.000 U. O. de pénicilline 
pour 10 g. de sulfate de magnésie pulvérisé ; la solution étalon de peni- 
cilline est préparée en pesant 10 mg., soit 1.000 U. O., du mélange, que 
Yon dissout dans 10 cm? d’eau pour obtenir une solution contenant 100 U. O. 
par centimétre cube. 
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alors titré par rapport a un étalon, par les méthodes classiques. Cette 
poudre non hygroscopique peut étre pesée avec une grande pré- 
cision sur une balance au dixiéme de milligramme ; sa conservation esl 
excellente & la température du laboratoire, méme dans un flagon sim- 
plement bouché par un tampon de coton lache (tableau I). 

Les fluctuations observées correspondent aux incertitudes habituelles 
du titrage de la pénicilline par les méthodes biologiques. La présence 
du sulfate de magnésium dans la solution de pénicilline n’a, aux doses 


Conservation du mélange pénicilline-sulfate de magnésium. 


TITRE EN U. O. 


Méthode des dilutions Méthode de Heatley 


ee —e— 


BAP TADVICLOSS, cont oo Sec te ee 100 100 
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heures 
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utilisées (10 mg. par centimetre cube pour 100 U. O./cm?), aucune 
influence sur les résultats du titrage, comme nous l’avons vérifié au 
cours de nombreux titrages et plus directement par la méthode de l’enre- 
gistrement photométrique. La figure I montre que les courbes obtenues 
avec ou sans sulfate de magnésium sont, pour une méme concentration 
en pénicilline, pratiquement identiques, les légéres différences observées 


Res 


«1% co 
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correspondant a des variations normales pour une méme solution de 
pénicilline (4). 
Unstitut Alfred-Fournier, 
Laboratoire de Biophysique et de Radiobiologie.) 


ETUDE DU MODE D’ACTION DE LA PENICILLINE 
EN PRESENCE DU SUBTOSAN 
par G. ODERBERG et P. BONET-MAURY. 


Le subtosan, solution de polyvinylpyrrolidone 4 25 p. 100, permet de 
retarder l’élimination d’un certain nombre de médicaments et notam- 
ment de la pénicilline, dont le nombre d’injections par vingt-quatre 
heures peut étre abaissé A 2 ou 3 au lieu de 6 ou 8. 

Nous avons cherché, par la méthode de l’enregistrement photomé- 


Lo) 

's / 0° 

S 
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® 
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D 

8 

eS ACTION DU SUBTOSAN 
= SUR LA CROISSANCE 
§ DU STAPHYLOCOQUE 
=n" 


Oe en en JOmd ene a hb 
heures 


Birceed: 


trique (1) si le subtosan avait, in vitro, une influence directe sur le 
mode d'action de la pénicilline. Le germe utilisé était le staphylocoque 
doré souche Oxford cultivé sur milieu Truche. 


(4) On observe souvent, en répartissant un méme milieu contenant péni- 
cilline et staphylocoque dans différentes fioles du photométre enregistreur, 
que les courbes enregistrées ne sont pas exactement superposables mais 
présentent de légéres divergences, notamment a la fin de Venregistrement ; 
ceci traduit, malgré des conditions apparemment identiques, des différentes 
fioles, une certaine dissymétrie biologique peut-étre due 4 de faibles diffé- 
rences dans la diffusion de l’oxygéne au sein des suspensions bactériennes 
(Cf. R. Prat et J. Durrenoy, Bact. Rev., 1948, 12, 92). 

(1) P. Bontit-Maury et R. Waren. Ces Annales, 1945, 74, 284 et Cahiers de 
physique, 1947, n°s 29-30, 87. 
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En additionnant ce milieu de quantités croissantes de subtosan, 
on constate, en l’absence de pénicilline, une légtre action retardatrice 
sur la croissance normale du staphylocoque lorsque la concentration 
en polyvinylpyrrolidone est égale ou supérieure a 2,5 p. 100 [10 p. 100 
de subtosan] (fig. 1). - 

L’action de la pénicilline G est modifiée sensiblement par addition 
d’une concentration en subtosan égale & 10 p. 100, comme le montre 


rmes /cems 
= 
S 


ge 


PENICILLINE & SUBTOSAN 


Nombre de 
S 


D2 = OUPE: 10 JHUE Veeaeee 
heures 


Fig. 2. 


la figure 2 et, pour cette concentration, l’association pénicilline-subto- 
san manifeste une certaine synergie. Mais celle-ci disparait pour les 
concentrations plus faibles en sublosan, par exemple 1 p. 100. 

Comme la concentration en subtosan réalisée dans lorganisme apres 
injection d’une solution de pénicilline-subtosan est tres inférieure a 
1 p. 100, il semble raisonnable de conclure que, aux doses thérapeu- 
tiques, le subtosan n’agit pas directement (2) sur la pénicilline, mais 
qu’il retarde seulement, par un mécanisme physiologique, son élimi- 
nation. 


(Institut Alfred Fournier. Laboratoire de Biophysique et Radiobiologie.) 


(2) Certains auteurs supposent que laction retardatrice serait due A la 
fixation de la pénicilline sur les grosses molécules de polyvinylpyrrolidone. 


AR re 
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LES ERREURS DE MESURE DE LA PENICILLINEMIE 
COMMENT Y REMEDIER? 


par H. VELU et M'e D. CHABANAS * 


Un grand nombre de méthodes ont été proposées pour la mesure de 
la pénicillinémie. Elles sont basées sur la technique des dilutions 
et reposent sur l’emploi d’un étalon de titre donné, d’un bouillon 
de culture bien défini et d’un germe-test particulier, utilisés suivant 
une gamme établie par chaque auteur. 

Pratiquement, le milieu différe de celui préconisé surtout lorsqu’il 
n’est pas a base de produits standards, type Difco, par exemple ; le 
germe-test et sa concentration au centimétre cube varient suivant ce 
milieu et les conditions de la culture. La gamme proposée peut alors 
présenter des défectuosités : le seuil de ]’étalon peut se déplacer et les 
erreurs de gamme (1) devenir considérables. 

Prenons, par exemple, une gamme trés simple, dérivée de celle de 
Sureau (2). Les volumes sont exprimés en 1/10 de centimétre cube 
et l’on ajoute uniformément dans chaque tube 0,5 cm® de milieu de 
Sureau ensemencé. 


NUMEROS DES TUBES 


| 
Pat ETRE IV yey sh Nite | mE ie WT Letal oT SXeath FONE XI 


Etalon 40,10 U/cm’ ou 
échantillon a titrer.| 10 | 9 8 3 
LOVE cute ad See ae eee lth | eal 2 3 4 5 6 i 


A Ja formule de Sureau pour le calcul du titre (rapport des dilutions), 
nous préférons celle qui exprime l’égalité des quantités de pénicilline 
dans le premier tube inhibé de |’étalon et le premier tube inhibé de 
l’échantillon (3), apportées sous des volumes variables v et v’, et a des 
concentrations différentes 0,10 et x U/cmé%. 


X10 M00! Ket 
d’ou 
x=v 0,10 
ai 


(*) Avee le concours technique de Mme ZayGELBAUM. 

(1) H. Veru et D. Caasanas, ces Annales, 1947, 13 Lia: 

(2) B. Sureau, F. Derm et O. Scuurr, ces Annales, 1946, 72, 665. 
(3) H. Vetu et J. Mainz, ces Annales, 1947, 73, 870. 
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S’il y a eu dilution de ]’échantillon, son titre X sera : 
Xap 


Il est préférable, d’ailleurs, de prendre pour v et v’ la moyenne entre 
le volume du premier tube inhibé et celui du premier tube non-inhibé. 

Supposons que le tube-seuil de l’étalon soit le tube VIIt. Nous en 
conclurons que dans les conditions de l’expérience, l’inhibition de 
l’étalon a lieu pour : 


(0,30 + 0,20) = 0,466 U/cem? « 


’ 


0,10 étant la concentration de ]’étalon et 1,5 le volume de liquide dans 
les tubes de la réaction. 

Si nous avons une série d’échantillons tels que chacun d’eux inhibe 
un tube de plus que le précédent, leur tilre sera : 


I Il Ul lV Vv VI Vi vn IX x XL 
0,026 0,029 0,033 0,038 0,045 0,055 0,071 0,100 0,166 0,500 


On voit tout de suile : 

1° Que la gamme est sensible & 0,026 U/cm* (avant-dernier tube a 
gauche). 

2° Que les échelons de la gamme ne sont pas égaux. 

3° Que pour les échantillons dont le tube-seuil se trouve situé a 
gauche du tube-seuil de ]’étalon (A gauche de VIII), les échelons sont 
petits, sensiblement égaux, et la sensibilité de la méthode convenable. 

4° Que pour les tubes A droite de l’étalon, les échelons sont grands, 
trés inégaux, et l’écart entre les titres tel, que l’exactitude de la 
méthode ne répond plus aux exigences de la clinique. Nous avons, a 
dessein, été jusqu’d la limite extréme, pour mieux souligner avec 
quelle prudence il convient de comparer les courbes de pénicillinémie, 
surtout lorsqu’elles sont établies A partir des données fournies par 
une microméthode, et combien il serait désirable de voir adopter des 
techniques définies d’une facon rigoureuse pour la qualification des 
diverses formes pharmaceutiques, en particulier des pénicillines-retard. 


En somme, lorsque le titre des échantillons est inférieur au titre de 
Pétalon, il est obtenu avec une précision suffisante pour la clinique ; 
lorsqu’il est supérieur, l’incertitude est d’autant plus grande qu’il 
est plus élevé et que la dilution est plus considérable. Alors, l’erreur, 
du point de vue clinique, n’est plus négligeable, méme si l’on ne tient 
pas compte des données récentes apportées par Eagle (4) sur le phéno- 
méne de zone d’aprés lequel une dose donnée de pénicilline serait 
moins active aussi bien avec un nombre trop faible de germes qu’avec 
un nombre trés élevé, et les doses trop élevées inutiles ou moins effi- 
caces. 

Mais le seuil de 1’étalon n’est pas immuable. Il peut se déplacer sur Ja 
gamme dans un sens ou dans l’autre, suivant la richesse du milieu 
ou la concentration du germe-test. 


Plus il sera A gauche, plus grands seront les échelons de gauche et 


(4) H. Eacir, Science, 1948, 407, 44. 
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plus étendue sera la gamme dont la sensibilité sera moindre et l’erreur 
plus grande, surtout pour les échantillons de titre élevé. 

Plus il sera A droite, plus petits seront les échelons de gauche et 
plus réduite l’étendue de la gamme dont la sensibilité sera plus grande 
et erreur plus minime a gauche du seuil. 

Kst-il possible de remédier facilement A ces inconvénients? La 
méthode proposée par Bonét-Maury (5) ne permet guére de faire des 
litrages en série parce qu’elle exige des mesures de volumes suivant 
un rythme peu commode. 

Plusieurs moyens peuvent cependant étre employés : 

a) Il est tout d’abord facile de faire des dilutions des échantillons 
pour ramener leur concentration/cm* a un titre inférieur 4 celui de 
V’étalon et placer ainsi leur seuil & gauche du seuil de 1’étalon. 

Si, par exemple, ]’étalon est A 0,10 U/cm® et inhibe avec 0,025 U/cm, 
on diluera : 


A 1/2,5 pour un titre supposé compris entre 0,06 et 0,25 U. 
A 1/10 pour un titre supposé compris entre .. 0,25 et 1,0 U. 
A 4/40 pour un titre supposé compris entre 1 coh ie ee 8 BN 


Cette méthode implique la nécessité de connaitre approximativement 
lordre de grandeur du titre et de faire une ou plusieurs hypothéses 
ou de recommencer le titrage aprés une hypothése unique, fausse. 

b) On peut également modifier la gamme, en adoptant pour les tubes 
a droite de ]’étalon, des volumes plus proches les uns des autres que 
pour ceux situés a gauche. 

Un calcul simple montrera les volumes convenables 4 adopter ; ce 
sera, par exemple, pour le seuil et les conditions indiquées ci-dessus, 


les volumes suivants : 


Vit =X x XI XII XIII XIV XV 
Volume en 1/10 
detCmne eee. SS 2 ANG 1,2 1,0 58) 0,8 0,7 
Titres en U/cm', 0,10 0,43 0,417 0,22 0,26 0,29 0,33 


Les intervalles ne seront pas égaux, mais donneront une approxima- 
tion suffisante. Ainsi, un échantillon dilué au 1/10 et qui inhibera le 
tube X sera considéré comme titrant 5 U/cm* avec la premitre gamme 
et 1,70 seulement avec la seconde. 

c) Si le seuil de l’étalon se déplace trop vers la droite (inhibition 
pour des taux trés faibles de pénicilline), il est possible de le ramener 
vers la gauche, soit en se servant d’un étalon moins concentré, soit 
en ensemencant des doses plus élevées du germe-test ou en employant 
un milieu plus riche. L’action de la pénicilline, contrairement 4 lopi- 
nion premiére admise, n’est, en effet, pas indépendante du nombre 
des germes avec lesquels elle est mise en contact, comme l’a montré 
Lintz (6) pour le staphylocoque, Bouffanais et nous-méme (7) pour 


(5) P. Bonnet-Maury, ces Annales, 1946, 72, 966. 
(6) R. Linrz, C. R. Soc. Biol., 1947, 144, 863. 
(7) H. VeLtu et A. Bourranais, ces Annales, 1948, 74, 253. 
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B. necrophorus et, plus récemment, Eagle, ainsi que nous l’ayons 
signalé plus haut. 


Ex résumé. — 1° Les gammes de titrage proposées pour la mesure de 
la pénicillinémie comportent des erreurs de gamme qui sont loin d'étre 
négligeables lorsque le titre de |’échantillon est supérieur a celui de 
l’étalon. On peut les supprimer, soit en adoptant des échelons diffé- 
rents de part et d’autre du seuil de 1]’étalon, soit, mieux encore, 
par des dilutions convenables des échantillons qui en ramtnent le 
titre au-dessous du titre de |’étalon. 

2° Le seuil d’inhibition de ]’étalon peut se déplacer sur la gamme, en 
augmenter les erreurs et la rendre inutilisable. On peut y remédier 
en modifiant, suivant les cas, la concentration de ]’étalon, la richesse 
du milieu ou le taux des germes-tests ensemencés. En un mot, les 
techniques de titrage de la pénicillinémie ne peuvent donner des résul- 
tats acceptables en clinique qu’A la seule condition de tenir compte des 
erreurs de gamme et de les éliminer par l’un des moyens que nous 
avons envisagés. 


EXALTATION DE LA VIRULENCE DU VIRUS D’AUJESZKY 
PAR ASSOCIATION AVEC LE VIRUS HERPETIQUE 


par P. LEPINE et F. MARCENAC 


Le virus de l’herpés et celui de la maladie d’Aujeszky présentent un 
certain nombre d’analogies, par leur neurotropisme, leur taille, leurs 
caracléres physiques. Dans les neurones de l’encéphale, le virus de 
la pseudo-rage détermine des inclusions ayant avec celles du virus 
herpétique une étroite analogie [P. Lépine et V. Sautter (1)] et une 
méme composition histo-chimique [P. Lépine et V. Sautter (2)]. 

Ces raisons nous ont fait rechercher, au cours d’expériences inspirées 
par des recherches sur Jes facteurs favorisant 1’évolution neurotrope 
des virus, si le virus herpétique et le virus d’Aujeszky étaient capables 
dinterférence, c’est-a-dire de la faculté de protéger l’organisme infecté 
par l’un des virus contre une surinfeclion par le second du fait du 
blocage des récepteurs des cellules sensibles. 

Nous avons constaté que, contrairement A cette hypothdse, 1’asso- 
ciation du virus herpétique et du virus d’Aujeszky renforcait considéra- 
blement la virulence de ce second virus. 

Toutes nos expériences ont eu lieu sur des souris inoculées par 
voie intracérébrale. 

Nous avons opéré, d’une part avec la souche d’herpes « Bruxelles » 
adaptée au névraxe de la souris: elle tue régulidrement cet animal 
entre le sixiéme et le sepliéme jour apres l’inoculation intracérébrale 
d'une dilution de 10—%. Nous avons utilisé, d’autre part, la souche 


(1) P. Lépine et V. Saurrer, @. R. Soe. Biol., 1937, 426. 753. 
(2) P. Ltring et V. Saurter, ces Annales, 1946, 72. 175. 
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fran¢aise de la maladie d’Aujeszky [Cruveilhier, Truche et Viala (3)], 
virus normalement entretenu sur le lapin et que nous avons adapté a 
la souris. Sur cet animal, notre souche de virus se montre de faible 
virulence. L’inoculation intracérébrale d’une dilution au 1/20 tue 
100 p. 100 des animaux en quarante-huit 4 soixante-douze heures ; a 
10 — 7, 93 p. 100 seulement des animaux succombent entre la soixante- 
douzieme et la quatre-vingt-seizitme heure, A 5.10—, il n’y a plus 
que 25 p. 100 de décés de la quatre-vingt-seiziéme a la cent-vingtitme 
heure. Au dela de la dilution au 1/500, les animaux ne meurent plus ; 
notamment 4 10—#, la survie des animaux est quasi constante et la 
mort absolument exceptionnelle. Quel que soit le taux de dilution 
létale, les animaux présentent de fortes lésions de grattage sur la 
téte correspondant au point d’inoculation et, aprés la mort, une atti- 
tude empaillée tout A fait caractéristique de l’infection, ainsi facile 
a distinguer de l’infection herpéticue qui, elle, évolue plus lentement 
dans le névraxe. 

Dans ces conditions, si l’on injecte 4 la souris un mélange & parties 
égales de virus herpétique dilué 4 10 —* et de virus d’Aujeszky dilué 
4 5.10 —% (par conséquent normalement dépourvu de toute virulence 
pour l’animal), on constate qu’alors que tous les témoins inoculés avec 
du virus d’Aujeszky survivent et que 4 sur 6 des témoins du virus her- 
pétique succombent autour du septiéme jour, sur 12 souris inoculées 
avec le mélange, 4 souris meurent en soixante-douze heures, 2 en quatre- 
vingt-seize, 3 en cent-vingt heures. Toutes ces souris présentent de 
violentes lésions de grattage a la téte ; 3 souris succombent le sixiéme 
jour au virus herpétique. La seule présence du virus herpétique a 
suffi pour augmenter de prés de cinquante fois la virulence de la 
souche d’Aujeszky. Les seules souris ayant résisté au virus d’Aujeszky 
ont succombé a J’infection herpétique. 

Le méme renforcement de la virulence s’observe plus paradoxalement 
encore si l’inoculation du virus herpétique est postérieure 4 celle du 
virus d’Aujeszky. Un lot de souris recoit par voie intracérébrale le 
virus d’Aujeszky dilué & 10 —# et survit. Dans les jours suivants, les 
souris subissent une seconde inoculation du virus herpétique a 10 — °. 
Toutes les souris inoculées ainsi jusqu’au cinquiéme jour meurent de 
la quarante-huitiéme a la soixante-douziéme heure avec des lésions 
typiques de grattage a la téte. A partir du septiéme jour, les souris 
succombent au virus herpétique aprés un délai de six a sept jours, 
sans lésion de grattage. 

Réciproguement, quatre lots de 10 souris sont inoculées de virus A 
un taux sublétal de 10 —4, 2.10 —4- 5.10 —* et 10 —*-respectivement 
et réinoculées soixante-douze heures aprés avec le virus d’Aujeszky au 
taux L,,. Tous les témoins inoculés d’herpés survivent, mais les 
souris ayant recu l’herpés 4 10—* et le virus d’Aujeszky succombent 
4 ce virus dans la proportion de 70 p. 100. Pour les dilutions supérieures 
de virus herpétique, le taux de décés est égal 4 celui des témoins. II 
n’y a donc pas eu renforcement de la virulence du virus herpétique. 


Conciusion. — L’association du virus herpétique au virus d’Aujeszky 
exalte la virulence de ce dernier et détermine la mort des animaux par 


(3) L. Cruvertnier, G. TrucHe et C. Viara, ces Annales, 1936, 56, 394. 


i * Ja maladie d’Aujeszky & des taux d a) eee lery 
Cette action s’observe, méme si un délai de cing jours sé 
infections. Par contre, il ne semble pas que la virulence du vy 
tique soit augmentée en présence de dilutions sublétales de 
d’Aujeszky. 


(Institut Pasteur, Service des Virus.) | 
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